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Les glycoprotéines d'enveloppe du virus de l'immunodéficience humaine de type 1 
(VIH-1) sont impliquées dans une étape importante du cycle de réplication, l’entrée virale. La 
liaison de la glycoprotéine gp120 à CD4 contribue à la fixation du virus à la cellule cible et 
déclenche des changements conformationnels dans celle-ci afin de permettre à la gp120 se lier 
au récepteur de chimiokine CCR5 ou CXCR4.   
Contrairement à tous les enveloppes du groupe phylogénétique M, qui possède une 
sérine à la position 375, ceux du clade CRF01_AE possèdent une histidine. Ce résidu fait partie 
d'une cavité "Phe43" dans laquelle le résidu 43 de CD4 fait contact avec la gp120. Ici, nous 
avons évalué les conséquences fonctionnelles du résidu 375 en le remplaçant par une serine dans 
deux enveloppes CRF01_AE (CM244 et 92TH023), la sérine étant présente dans tous les autres 
clades du groupe M. Nous avons observé que la réversion de l'acide aminé 375 vers une sérine 
entraine une perte de fonctions des deux Envs CRF-AE tel que mesuré par une perte de 
l'infectivité et leur capacité à médier la fusion cellule à cellule. Le phénotype observé était la 
conséquence d’une très faible interaction avec CD4, qui n’était pas le résultat d’une enveloppe 
défectueuse ou instable. Par conséquent, la modification de l’acide aminé en position 375 a aussi 
altéré la sensibilité de neutralisation du virus par sCD4, qui en était diminuée.  De plus, on a 
observé que certaines mutations des couches topologiques du domaine interne de la gp120 ont 
permis un rétablissement partiel de la fonctionnalité en restaurant l’interaction avec CD4. Les 
niveaux d’infectivité et de fusion des mutants des couches topologiques se rapprochant des 
enveloppes sauvages de CRF01_AE suggèrent une coévolution entre la cavité phe43 et les 
résidus du domaine interne de la gp120.  
Une compréhension des différences qui existent entre les enveloppes de CRF01_AE et 
les enveloppes de virus du groupe M, permettra d’avoir une idée sur la fonctionnalité des 
glycoprotéines d'enveloppe. Il serait possible de mettre en évidence des mécanismes impliqués 
dans les changements conformationnels des Envs qui permettent l’évasion des anticorps dirigés 
contre elle. De plus, ces possibles différences dans les enveloppes de CRF01_AE pourraient 
être exploitées pour le développement des différentes approches vaccinales. 




The envelope glycoproteins (Env) from human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) 
mediate viral entry. The binding of the HIV-1 gp120 glycoprotein to CD4 contributes to the 
attachment of the virus to the target cell and triggers conformational changes in gp120 that allow 
high-affinity binding to the chemokine receptor CCR5 ou CXCR4. 
 Contrary to all other Envs from the same phylogenetic group M, which possess a serine 
at position 375, the majority of CRF01_AE strains possess a histidine. This residue is part of 
the “Phe43” cavity, where residue 43 of CD4 engages with the gp120. 
 Here we evaluated the functional consequences of replacing this residue in two 
CRF01_AE Envs (CM244 and 92TH023) by a serine, present in all the other clades from group 
M. We observed that reversion of the 375 amino acid to a serine resulted in a loss of functionality 
of both CRF_AE Envs, as measured by a loss in infectivity and their ability to mediate cell-to-
cell fusion. The observed phenotype was the result of a weak interaction with CD4, which was 
not due to defective processing or trimer stability of these Envs. Therefore, modification of the 
amino acid at position 375 has also altered the sensitivity of virus neutralization by sCD4, which 
was reduced. Importantly, mutation of certain residues of the gp120 inner domain layers were 
able to partially restore wild-type levels of infectivity and cell-to-cell fusion to both CRF01-AE 
H375S Envs, suggesting a co-evolution of the Phe43 cavity and the gp120 inner domain. 
An understanding of the differences between the CRF01_AE envelopes and envelopes 
from group M presenting a serine at position 375 will provide a better knowledge about the 
functionality of the envelope glycoproteins. Among other things, it would be possible to identify 
the mechanisms involved in conformational changes of glycoproteins as well as those involved 
in the escape of envelope recognition by Env specific antibodies. Moreover, these possible 
differences in CRF01_AE envelopes could be exploited for the development of different vaccine 
approaches. 
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1. Problématique  
1.1 L’épidémie du VIH/SIDA 
Le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) a été identifié en 1983 
comme étant l’agent éthologique responsable du syndrome de l’immunodéficience acquise (1, 
2). À ce jour, on estime que plus de 36.7 millions de personnes vivent avec le VIH dans le 
monde et au moins 2.1 millions de personnes sont nouvellement infectées à chaque année (3). 
La répartition du VIH-1 est donc mondiale avec un taux d’incidence variable en fonction des 
différentes régions géographiques (4, 5). Des régions les plus touchées, on note les pays en voies 
de développement tel que l’Afrique sub-Saharienne avec plus de 25.3 millions de personnes 
atteintes par le SIDA (3). Grâce aux approches thérapeutiques telles que la trithérapie antivirale, 
on peut observer une diminution de l’incidence du VIH-1. Cependant, malgré tous les efforts 
les décès liés au SIDA représentent toujours un enjeu majeur pour la société. Non seulement le 
VIH-1 présente un poids sur le système de santé et le système économique, mais il renforce 
aussi les inégalités entre les pays industrialisés et les pays en voies de développement où l’accès 
à la thérapie antivirale est limité (3, 6-8). Ainsi, dans les pays en voies de développement tel 
que l’Afrique sub-saharienne, on peut y observer une baisse de la taille globale de la main-
d’œuvre capable de contribuer à l’économie du pays. Ceci est le résultat d’un taux de mortalité 
élevé et une réduction du taux de natalité causée par l’infection par le VIH-1 (9). Finalement, la 
mort précoce de l’adulte à l’âge pouvant travailler et capable de reproduction sexuelle, affecte 
la structure de la population (7). Ceci résulte en une population de travailleurs de plus en plus 
jeune et une augmentation des orphelins dans la société (9, 10) .  
1.2 Traitements actuels  
La découverte de l’agent causal du VIH-1 et les connaissances sur le cycle réplicatif ont 
permis un avancement majeur dans la conception d’une thérapie puissante. Aujourd’hui on 
dénombre 24 médicaments approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) pour 
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combattre ce virus (11).  Ainsi, 17 millions de personnes bénéficient de la trithérapie 
antirétrovirale, ce qui représente que 45%  des individus infectés par le VIH (3).   
Ainsi, la thérapie actuelle contre le VIH-1 comprend une combinaison d’antirétroviraux 
avec au moins un médicament de la classe des inhibiteurs de la transcriptase inverse non 
analogues aux nucléosides (NNRTI), des inhibiteurs de la transcriptase inverse analogues aux 
nucléosides (NRTI) et des inhibiteurs de protéase. Une thérapie combinatoire hautement active, 
aussi connu sous le nom de HAART (Highly active antiretroviral therapy), permet de cibler 
plusieurs étapes du cycle de réplication du VIH-1 et réduire les risques que le virus puisse 
développer des résistances. Ce faisant, l’utilisation d’un traitement combinatoire 
comparativement à une monothérapie, a l’avantage de retarder la résistance au médicament en 
restreignant à plusieurs niveaux l’apparition de mutations dans la structure du virus qui lui 
permettrait d’échapper aux effets de la drogue. Par contre, dans certaines conditions, un virus 
résistant aux traitements peut émerger et causer la maladie même en présence d’antirétroviraux. 
Cette résistance provient de mutations génétiques qui mènent à des modifications des protéines 
virales visées par les antirétroviraux. Il faut aussi noter que la non adhérence au traitement est 
un effet facilitateur au développement de résistances aux médicaments (12). Cette non-
adhérence est, entre autre, favorisée par la prise à vie des antirétroviraux et les nombreux effets 
secondaires allant de l’intolérance gastro-intestinale à l’augmentation de la susceptibilité à des 
maladies des os tel que l’ostéoporose (13). 
Les individus infectés par le VIH-1 sous trithérapie profitent d’une espérance et qualité 
de vie nettement supérieure aux personnes non traitées grâce à la réduction considérable de la 
charge virale en-dessous des limites de détection de moins de 20 à 75 copies d’ARN viral par 
millilitre de sang dépendamment du protocole expérimental utilisé (13). Ainsi, pour la plupart 
des patients sous traitement, une réponse appropriée est définie par l’augmentation du taux de 
CD4 dans l'intervalle de 50 à 150 cellules/mm3 au cours de la première année sous trithérapie. 
Ceci permet le rétablissement des niveaux de lymphocytes T CD4 à un niveau 
physiologiquement fonctionnel, dont le seuil ce situe à 500 lymphocytes T CD4 par mL, mais 
ces niveaux dépendent grandement de l’individu (14-19).  
Cependant, en plus des problèmes d’accessibilité et adhérence, un des points faibles de 
HAART est qu’il ne permet pas d’éradiquer le virus de l’organisme. Le VIH-1 continue à 
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persister dans les réservoirs cellulaires, le protégeant du système immunitaire (20, 21).  Ainsi, 
étant donné l’incapacité d’éradiquer le virus, plusieurs misent sur le développement d’un vaccin 
prophylactique afin de prévenir la transmission du VIH. À ce jour, aucun vaccin n’est approuvé 
par la FDA car l’efficacité des immunogènes utilisés ne démontre pas de protection suffisante 
contre la transmission du virus. Cependant l’essai clinique RV144 a pu se démarquer des autres 
vaccins, avec un corrélat de protection de 31.2 % dans les premiers mois (22, 23) et redonne de 
l’espoir quant à la découverte d’un vaccin prophylactique (se référer à la section 4.4).  
  
 
2 Les rétrovirus 
2.1 Classification  
La classification primaire du VIH repose sur la nature de son génome et sur son mode 
de réplication. Le VIH appartient au genre des lentivirus de la famille des rétroviridae.  Cette 
famille a la caractéristique de posséder une transcriptase inverse (reverse transcriptase, RT) qui 
permet la formation d’un ADN bicaténaire à partir de molécules d’ARN monocaténaires 
présentes dans la particule virale. Cet ADN bicaténaire, aussi appelé provirus, sera par la suite 
intégré de préférence dans les gènes transcriptionnellement actifs du génome de la cellule hôte 
(24-28) . 
De par l’organisation de son génome, le VIH-1 est subséquemment classifié dans le 
groupe des rétrovirus complexes. En effet, contrairement aux rétrovirus simples qui ne 
contiennent que des gènes structuraux essentiels, gag, pol et env, les rétrovirus complexes ont 
en plus des gènes non structuraux supplémentaires ayant des fonctions régulatrices ou 
auxiliaires nécessaires pour la réplication in vivo (29, 30). Dans ce même groupe on retrouve le 
virus de l’immunodéficience humaine de type 2 (VIH-2) ainsi que le virus de 
l’immunodéficience simienne (VIS), qui causent des maladies similaires au Syndrome 
d'Immuno Déficience Acquise (SIDA) chez les humains et les primates respectivement.  
2.2 Origine 
L’apparition du VIH est le résultat de multiples transmissions inter-espèces du VIS, un 
virus infectant naturellement les primates africains tels que le chimpanzé et le gorille, vers les 
humains. L’utilisation de viande de primates en guise de nourriture et la domestication des 
singes auraient permis le contact nécessaire au passage du virus d’une espèce à l’autre (31). En 
effet, les similitudes entre le VIH et le VIS sont visibles au niveau de leur structure génomique 
et au niveau de leur forte proximité phylogénétique (31-33). 
Le SIV provenant des chimpanzés Pan troglodytes troglotydes (SIVcpz) serait à 
l’origine de multiples lignées de VIH-1 (31). En effet, SIVcpz est le virus le plus apparenté 
phylogénétiquement au VIH-1 et de multiples transmissions zoonotiques auraient permis 
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l’établissement des groupes M et N du VIH-1 (voir plus bas, section 2.2) (31, 34). Les groupes 
O et P sont, quant à eux, le résultat d’une transmission inter-espèce gorille à l’humain (31, 35-
37). 
2.3 Génome 
Le VIH-1 est composé de deux molécules identiques d’ARN simple brin de polarité 
positive qui codent pour trois gènes principaux, soit gag, pol et env flanquées de séquences 
répétées (Long Terminal Repeat; LTR) nécessaires pour l’infection productive des cellules. 
 Les protéines codées par ces gènes sont synthétisées sous forme de précurseurs 
protéiques dont un clivage enzymatique par la protéase (PR) est requis pour l’obtention de 
protéines virales actives à partir du précurseur gag-pol. Ainsi, la région gag (Pr55Gag) code pour 
les protéines structurales de la matrice (MA), capside (CA) et nucléocapside (NC) ainsi que la 
protéine p6 et les peptides SP1 et SP2. La région pol code pour les protéines enzymatiques, soit 
la PR, la RT et l’intégrase (IN). La région env, quant à elle, code pour le précurseur de la 
glycoprotéine d’enveloppe gp160 qui est clivé par une protéase cellulaire de la famille des 
furines, pour former la gp120 et la gp41 (38). Le VIH-1 est un virus complexe. Ainsi, en plus 
des protéines communes aux rétrovirus simples, il encode plusieurs protéines de régulation ainsi 
que des protéines accessoires, soit Vif (virus infectivity factor), Vpr (viral protein R), Vpu (viral 
protein U), Nef (negative factor), Tat et Rev (Figure 1). 
 
 
Figure 1 Organisation génomique du VIH-1. 
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2.4 Structure 
Le VIH-1 forme des particules virales sphériques de taille variant entre 80 et 120 nm de 
diamètre. Ces particules virales sont composées de protéines de structure et renferment des 
enzymes nécessaires à leur propagation (Figure 2).  
Au sein du virion, un cône cylindrique, formé de la protéine CA, renferme deux brins 
d’ARN monocaténaires de polarité positive, formant le génome viral, qui sont associés à des 
protéines de la NC. La NC permet de faciliter les réarrangements de l’ARN durant la 
retranscription. On y retrouve aussi la RT permettant de former un brin d’ADN bicaténaire à 
partir des molécules d’ARN monocaténaire lors de l’infection et l’IN qui intégrera ce provirus 
dans le génome de l’hôte. La particule virale renferme aussi une PR de même que des protéines 
de l’hôte. Par exemple, la protéine cellulaire Cyclophilin A est incorporée dans la particule virale 
et est nécessaire à la réplication virale via une interaction avec le domaine CA de la polyprotéine 
Gag (39, 40).  
Finalement, une enveloppe dérivée de la membrane bilipidique d’origine cellulaire, 
acquise lors du bourgeonnement de la particule virale, entoure le tout.  La couche intérieure 
lipidique de la membrane est tapissée de protéines de la matrice tandis que sa couche externe 
possède des protéines membranaires et transmembranaires d’origine virale qui forment les 
glycoprotéines de l’enveloppe (Env). 
 
 
Figure 2 Représentation schématique de la particule virale mature du VIH-1 
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2.5 Cycle réplicatif   
La transmission du VIH-1 se produit au niveau des muqueuses, par voie sanguine ou de 
la mère à l’enfant (transmission verticale) (41-43).  Le cycle de réplication du VIH-1 est 
représenté dans la Figure 3. La phase précoce débute par l’entrée virale, qui a lieu à la surface 
de cellules exprimant le récepteur CD4 et le récepteur de chimiokines CCR5 ou CXCR4, telles 
que les lymphocytes T auxiliaires, les macrophages et les cellules dendritiques (44-53), qui les 
rendent susceptibles au virus. En premier lieu, le virus fait contact avec la cellule cible via 
l’interaction de la glycoprotéine 120 (gp120) avec CD4. Ceci induit des changements 
conformationnels exposant la région variable 3 (V3)  (54, 55) qui interagit avec le corécepteur 
CCR5 ou CXCR4 selon le tropisme du virus (R5 ou X4 respectivement) (56, 57). Cette dernière 
interaction entraine d’autres changements conformationnels qui permettent l’insertion du 
peptide de fusion de la gp41 dans la membrane cellulaire suivie par la formation d’une structure 
à six hélices chez la gp41 qui permet le rapprochement et la fusion des deux membranes 
lipidiques (58, 59).  
Subséquemment, le core viral, défini comme étant la structure qui reste après que la 
bicouche lipidique soit éliminée, est relâchée dans le cytoplasme de la cellule. La décapsidation 
permet la relâche de l’ARN viral, qui est en complexe avec les protéines virales NC, RT, PR, 
Vpr, MA et IN (60). De manière concomitante à la décapsidation débute la retranscription du 
génome virale (ARN simple brin) en un ADN double brin (ADNv) qui est achevée dans le 
cytoplasme. L’ADNv ainsi formé est maintenu dans un complexe de pré-intégration (PIC) avec 
MA, IN, Vpr et est acheminé par les pores nucléaires au noyau, afin d’être intégré dans le 
génome de la cellule hôte par l’IN virale (61, 62). Le provirus intégré sert de matrice pour la 
transcription de l’ARN. La transcription est initiée par le transactivateur Tat et des facteurs 
cellulaires (NF-κB et NFAT [nuclear factor of activated T cells]). Ces facteurs lient la séquence 
promotrice dans la région 5’ LTR afin de recruter la polymérase cellulaire II (ARN Pol II) et 
initier la transcription des gènes (63-66). Ainsi, il y aura la formation d’ARN non épissé pour 
l’encapsidation dans les nouveaux virions ou d’ARNm pour la formation de protéines virales 
dans une phase tardive. Étant donné que les cellules eucaryotes ne peuvent exporter des ARNs 
non épissés en dehors du noyau, le VIH-1 encode la protéine Rev qui est responsable de ce 
transport (67). Rev lie les ARNm non épissés dans une région hautement structurée appelé RRE 
 8 
(Rev responsive élément) (68). Par la suite, la région de localisation nucléaire (NLS, nuclear 
localisation signal) de Rev permet son transport vers le noyau où REV recrute les protéines 
cellulaires (CRM1 et Ran liées à GTP) et l’ARNm (mono-épissés ou non-épissés) afin de former 
un complexe pouvant traverser les pores nucléaires et relâcher l’ARNm dans le cytoplasme (69-
73). 
L’assemblage de nouvelles particules virales se produit lorsque le précurseur de Gag 
Pr55Gag et le précurseur de Gag-Pol Pr160gag-pol sont synthétisés et se localisent dans le domaine 
de la membrane plasmique des cellules infectées par l’ARN génomique virale (74-77). 
L’assemblage spécifique des ARN rétroviraux dans des particules virales est médiée par des 
interactions des signaux d'encapsidation ψ et le domaine NC de Gag. 
 
 
Figure 3 Le cycle de réplication du VIH-1 
Représentation schématique des étapes du cycles réplicatif viral, de l’entrée au 
bourgeonnement du VIH-1 : 1) l’attachement du virus a la cellule cible, 2) fusion des 
membranes virale et cellulaire et relargage de la capside dans le cytoplasme, 3) transcription 
inverse, 4) translocation du PIC vers le noyau, 5) intégration du provirus dans le génome, 6) 
transcription des ARNm viraux, 7) export des ARNm (ARNm épissé en noir ou non-épissé en 
rouge), 8)  traduction des protéines virales,  9) assemblage, 10) relâche et maturation du virus. 
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Suite à l’assemblage, les particules virales nouvellement formées sont relâchées dans le 
milieu extracellulaire par bourgeonnement. A cette étape, le sous-domaine p6 du précurseur Gag 
permet le recrutement de la machinerie ESCRT, occasionnant la fission de la membrane 
plasmique pour former les nouvelles particules virales (76-78). Le VIH-1 peut aussi se propager 
par contact cellule à cellule via la formation de synapses virologiques.  Ceci peut résulter dans 
la formation de syncytium, soit la fusion des membranes de plusieurs cellules en une seule 
cellule multi-nucléée (79-82).  
Pendant l’assemblage et la relâche des particules virales, celles-ci entreprennent un 
processus de maturation afin de rendre les particules virales infectieuses (83, 84). PR clive les 
précurseurs polyprotéiques Gag et GagPol afin de générer les protéines virales MA, CA, NC, 
p6, PR, RT et IN. Ceci entraine des réarrangements structuraux qui résultent en la formation de 
la capside conique caractéristique des rétrovirus (85-87).   
2.6 Rôles de protéines virales  
Les gènes accessoires du VIH sont exprimées tout au long du cycle du virus et régulent plusieurs 
aspect de la réplication du virus, y compris l’infectivité (Vif et Nef), l'expression des gènes 
viraux et cellulaire (Vpr, Nef et Vpu), la production de nouvelles particules virales ( Vpu) ainsi 
que la modulation de la conformation de l’enveloppe (Nef et Vpu). Bien qu’accessoires in vitro, 
leur rôle est absolument essentiel in vivo car ils ciblent souvent des facteurs de restriction de la 
cellule hôte.  
2.6.1 Rôle des protéines accessoires dans la réplication virale  
2.6.1.1 Nef 
Nef est une protéine sans activité enzymatique qui interfère avec plusieurs voies de signalisation 
impliquées dans le trafic de protéines cellulaires. Premièrement, elle est responsable de la 
réduction de l’expression de surface du récepteur CD4 par l’augmentation de son internalisation 
en recrutant la protéine adaptatrice associée à la clathrine AP2, qui participe au transport 
vésiculaire de la voie endocytique (78-83). Ainsi, le virus évite la superinfection de la cellule de 
même que l’incorporation de CD4 dans les virions nouvellement produits, ce qui peut provoquer 
une interaction Env-CD4 précoce (84, 85). Nef interfère aussi avec l’expression des complexes 
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d’histocompatibilité de classe I et II grâce à sa rétention dans le golgi pour le CMH-I (HLA-A 
et HLA-B seulement) et l'augmentation de CMHII immature et la modulation à la baisse de 
CMH-II mature dans le cas du CMH-II (86-88). Ainsi le virus est protégé d’une part contre la 
réponse cellulaire cytotoxique et limite l’exposition d’antigènes viraux à la surface des cellules 
infectées. 
2.6.1.2 Vpu 
La protéine transmembranaire Vpu de 81 acides aminés joue son rôle tardivement dans 
le cycle réplicatif.  Présente exclusivement dans le VIH-1, à l'exception de deux SIV (SIVcpz 
et SIVgsn)(32, 89), elle a deux fonctions importantes pour la réplication du virus. Tout comme 
Nef, Vpu cible CD4 pour induire sa dégradation. Cependant, contrairement à Nef, Vpu ne peut 
qu’induire la dégradation de CD4 nouvellement synthétisée dans le réticulum endoplasmique 
(RE). L’interaction avec CD4 de même que la phosphorylation des serines S52 et S56 est 
essentielle à la fonction de Vpu pour le recrutement du complexe E3 ubiquitine ligase 
responsable de la poly-ubiquitination de la queue cytoplasmique de CD4, qui le cible alors pour 
la dégradation protéasomale associé au RE (90-96) . 
De plus, Vpu antagonise BST2/Tetherine. BST2 est un facteur de restriction cellulaire 
induit par la réponse interféron qui inhibe la relâche des particules virales nouvellement formées. 
Vpu augmente la relâche de particules virales en diminuant les niveaux de BST-2 à la surface 
cellulaire et en bloquant l’incorporation de BST2 au niveau des virions, soit par la séquestration 
intracellulaire dans le trans-golgi ou par la dégradation lysosomale de BST2 (97-102). 
2.6.1.3 Vif 
Le facteur viral Vif est essentiel pour la réplication du VIH-1 dans certains types de 
lymphocytes et les macrophages (103-105). Ces cellules codent pour un facteur de restriction 
APOBEC3G, une cytidine désaminase, qui induit les mutations cytidine à uracil dans l’ADN 
simple brin. Lors de la formation de la particule virale, ce facteur est intégré et cause des 
mutations au virus lors de l’étape de reverse transcription (106-108). Une forte accumulation de 
mutations cytidine à uracyl peut résulter en particules non fonctionnelles et déstabiliser la RT 
lors de la formation du provirus (109-111).   
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Afin de protéger l’intégrité du génome, la protéine Vif du VIH-1 empêche 
l’incorporation d’APOBEC3G en ciblant la protéine au protéasome où elle y sera dégradée (112, 
113). 
2.6.1.4 Vpr 
La Vpr, tout comme Vif, est incorporée dans les particules virales. Unique aux lentivirus, 
elle possède des fonctions variées. Vpr a un rôle nécessaire pour la réplication du virus dans des 
cellules qui ne se divisent pas, telles que les macrophages (114). Dans ces cellules, l'importation 
nucléaire du complexe de pré-intégration du VIH-1 est facilitée par Vpr qui facilite la 
translocation du PIC dans le noyau (115-117). Vpr induit aussi l'arrêt du cycle cellulaire en 
phase G2 dans des cellules qui peuvent proliférer et stimule la transcription virale en liant la 
séquence promotrice du LTR (118-121). Ces deux activités de Vpr induisent l'apoptose dans les 
cellules infectées (122, 123). 
2.7 Diversité génétique 
Plusieurs facteurs contribuent à la grande hétérogénéité génétique et antigénique du 
VIH-1. Ceci est en partie due à la transcriptase inverse peu fidèle, qui ne possède pas de 
mécanisme de correction et qui engendre de 1 à 2 x 10−5 mutations/nucléotide/cycle de 
réplication dans un système de culture in vitro, soit plus de 5 x 10−5 chez l’individu infecté (124). 
La RT permet aussi de faire des recombinaisons du génome viral résultant dans le remaniement 
génétique de l’ARN génomique viral. De plus, une cellule infectée produit un très grand nombre 
de particules virales, soit environ 1011 particules par jour (125). Combiné au nombre croissant 
d’individus infectés, la grande diversité du VIH-1 ne cesse d’augmenter.  
Ainsi, un très grand nombre de souches virales a pu être identifié. Le VIH-1 est alors 
classé en 4 groupes d’isolats, soit le groupe M (pour Main), N (pour non-M, non-O), O (pour 
Outlier) et P (pour Pending). D’autres analyses phylogénétiques permettent de diviser le groupe 
principal M en neuf clades (A, B, C, D, F, G, H, J, K) et multiples formes recombinantes 
circulantes (circulating recombinant forms, CRF) (126) (Figure 4). 
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Figure 4 Les différents niveaux de classification du VIH. 
 
2.7.1 Répartition géographique des clades et sous-types du VIH-1 
Bien que l’épidémie du VIH-1 soit globale, une distribution inégale des différents 
groupes et clades peut être observée géographiquement. Ainsi, on peut observer la dominance 
de certains sous-types dans différentes régions du monde. 
Globalement, les clades A, B et C dominent les infections dans le monde.  Le clade A 
est dominant dans l’Afrique centrale, l’Afrique de l’ouest et l'Europe de l’est, tandis que 
l’Afrique du Sud et l’Inde sont, quant à elles, plus affectées par le clade C. Le clade B a une 
répartition beaucoup plus étendue. On le retrouve en Amérique du Nord et Sud, dans certaines 
régions de l’Europe, de l’Orient et de l’Asie. Le groupe M, comprenant le clade B, est 
responsable de la grande majorité de la présente pandémie. Ce groupe comprend 98% des 
souches en circulation (127, 128).  
Il est aussi intéressant de remarquer que seule l’Afrique sub-saharienne n’a pas de souche 
dominante et qu’on retrouve la plus grande diversité de clades (aussi nommés sous-types) du 
VIH-1. De plus les groupes N, O et P sont exclusivement présents en Afrique. 
Finalement, les souches CRF prennent de plus en plus d’importance. CRF01_AE est 
maintenant la forme dominante de l’Asie du Sud (129-131) et CRF01_AG de l’Afrique de 
l’ouest (132, 133).   
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2.7.2 Les formes recombinantes circulantes (CRF) 
2.7.2.1 Définition et classification des CRF 
Les formes recombinantes circulantes sont le résultat de multiples infections au sein d’un 
même individu. Lors de la co-infection de la même cellule, la production de virions 
hétérozygotes (encapsidation non sélective des ARN génomiques), puis l’infection de nouvelles 
cellules par ces virions, favorise la recombinaison entre les deux différentes copies d'ARN 
génomique (134). L'utilisation des deux ARN en alternance par la RT permet la génération d'une 
molécule d'ADN chimèrique, et la création de virus recombinants (135-137). Afin d’être classé 
en tant que CRFs, un recombinant de deux clades différents doit avoir été isolé et séquencé dans 
au moins deux individus non épidémiologiquent reliés (138).  À ce jour, la banque de données 
Los Alamos HIV Database (139), répertorie plus de 26 types de CRF caractérisés. Les CRFs 
regroupent aussi les doubles et triples recombinants appelés des CRF complexes (CRF_cpx).  
2.7.2.2 CRF01_AE 
Depuis la première apparition du sous-type CRF01_AE, ce virus est devenu la souche 
dominante dans de nombreux pays asiatiques, dont la Chine du Sud (140-142). De façon 
générale, l’Asie du Sud est particulièrement touchée par les CRFs. Au cours de la dernière 
décennie, une prévalence croissante du sous-type CRF01_AE a été observée et représente 42,5% 
de toutes les infections nationales en Chine en 2007 (140) et plus de 95% en Thaïlande en 2004 
(4). 
Tel que schématisé dans la Figure 5, le CRF01_AE possède un génome mosaïque 
composé de la région gag-pol et de la plupart des gènes accessoires provenant du clade A et le 
gène env provenant du clade E (143). Curieusement, aucune souche 100% E (parentale) n’a été 
identifiée à ce jour (143).  En fonction de la nouvelle nomenclature (137) cette souche 
recombinante aurait dû être classifiée comme  CRF01_AU, dont U signifie non classifié 
(unclassified). 
L’infection par un CRF01_AE est associée à une charge virale plus élevée et un temps 
de survie plus court, comparé à l’infection par des virus de clade B (144-146); mais les causes 
sous-jacentes de ces différences restent inconnues. De plus, la progression de la maladie dans 
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une population implique d’autres facteurs, tel que l’environnement, et ceux-ci varient 
grandement entre les pays. Ainsi, la comparaison de plusieurs types de virus quant à la 
progression de la maladie est controversée à cause des facteurs confondants. 
D’autres différences biologiques ont aussi été observées au niveau moléculaire. Le 
promoteur (LTR) des CRF01_AE est beaucoup plus actif que celui du clade B et aurait un 
impact considérable sur la réplication virale (147). Ceci a aussi été observé lors de l’isolation 
de trois virus d’un patient infecté par deux souches de clade B puis par un virus de clade 
CRF01_AE. Dans ce cas particulier, CRF01_AE présentait la plus grande transcription initiée 
par le LTR comparativement aux deux autres virus (148).  
 
 
Figure 5 Organisation génomique du CRF01_AE. 
Adapté de Los Alamos National Laboratory. HIV sequence database. Avril 2016 (139) 
  
 
3 Les glycoprotéines de l’enveloppe 
Les glycoprotéines de l’enveloppe possèdent un rôle central dans le cycle réplicatif ainsi 
que dans la pathogenèse du virus. Tel que décrit précédemment, Env initie l’entrée du virus dans 
la cellule. De plus c’est la seule protéine exposée à la surface contre laquelle une réponse 
immunitaire peut être exercée afin de prévenir l’entrée ou la dissémination. Par conséquence, le 
virus accorde une très grande importance quant à la structure et la régulation de celle-ci.  
3.1 Synthèse et trafic de l’enveloppe 
Les glycoprotéines d’enveloppe sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE) 
sous forme d’un précurseur nommé glycoprotéine 160 (gp160) codé par un ARNm 
polycistronique vpu/env (149, 150) (Figure 6). Le précurseur contient une séquence signal dans 
sa partie N terminal qui la cible à la membrane du RE. Ce peptide signal est éliminé par une 
peptidase cellulaire. Le domaine transmembranaire de la gp41 prend le relais afin de retenir la 
protéine à la membrane (151, 152). Le précurseur subi aussi plusieurs glycosylations post-
traductionnelles par l’ajout d’oligosaccharides riches en mannose (153-156). 
Le transport des gp160 par le réseau trans-golgi induit une trimérisation de l’enveloppe 
de même qu’un clivage par des protéases cellulaires de la famille des furines (38). Le trimère 
clivé est alors composé de l’hétérodimère constitué de la sous-unité transmembranaire gp41 liée 
à la protéine de surface gp120 par un lien non covalent  (157-160). 
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Figure 6 Traffic de l’enveloppe vers la membrane plasmique. 
Adapté de Checkley, Luttge et Freed. J Mol Biol. Juillet 2011 (161) 
Représentation schématique du trafic de l’enveloppe du RER à la surface de la 







3.2 Structure de l’enveloppe 
3.2.1 Structure de la gp120  
La protéine de surface gp120, dont le rôle d’interaction avec CD4 est primordial, possède 
une structure définie et conservée, mais à la fois malléable (se référer à la section 3.3). La gp120 
est composée de cinq régions variables (V1 à V5) intercalées par cinq régions constantes (C1 à 
C5) (162). Une fois la protéine repliée, ces régions forment des structures définies décrite ci-
dessous (Figure 7). 
Le domaine interne rassemble trois couches topologiques [layers] qui émanent d’une 
région composée de feuillet beta appelé beta sandwich (158-160). Ces couches topologiques 
interagissent ensemble et jouent un rôle important dans l’interaction avec CD4. Le feuillet de 
pontage, quant à lui, permet de stabiliser le trimère et l’interaction gp120-gp41 en reliant le 
domaine interne au domaine externe (159, 163).  
3.2.2 Structure de la gp41 
La gp41 est la portion transmembranaire du trimère qui permet la fusion de la membrane 
virale à la membrane cellulaire. La gp41 est composée du domaine cytoplasmique, du domaine 
transmembranaire et de l’ectodomaine dans la région N-terminale. 
La gp41 permet d’ancrer le trimère aux membranes cellulaire via son domaine 
transmembranaire. Ainsi, un motif d’internalisation permet de restreindre la quantité de Env à 
la surface afin d’éviter une reconnaissance par le système immunitaire (164-166). Exposé à 
l’extérieur de la particule virale, l’ectodomaine possède le mécanisme fusogénique. Il est 
composé d’un peptide de fusion et de deux hélices alpha avec le potentiel de former deux régions 
de répétition heptade complémentaires (HR1 et HR2) afin de permettre la fusion (167). 
Finalement, la région proximale à la membrane, dénommée MPER (membrane-proximal 
external region), fait le lien entre HR2 et le domaine transmembranaire.    
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Figure 7 Organisation des glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 après clivage. 
Schéma illustrant l’organisation de la gp120 et gp41.  PF : peptide de fusion, HR1 : 
heptad repeat 1, HR2 : heptad repeat 2, MPER : membrane-proximal external region, TM : 
domaine transmembranaire, QC : queue cytoplasmique. 
 
3.3 Changements conformationnels de l’enveloppe 
3.3.1 Changements conformationnels de la gp120  
La glycoprotéine de l’enveloppe est une protéine métastable qui peut changer de 
conformation. En effet, des changements conformationnels de l’enveloppe peuvent être 
observés en fonction de l’état de liaison avec son récepteur CD4. Sous forme native la 
glycoprotéine de l’enveloppe est fermée. Dans cette conformation, sans liaison avec CD4, il n’y 
a pas d’exposition des domaines internes de la gp120, des régions variables V1, V2, V3 ainsi 
que du site de liaison au co-récepteur (situé dans la V3). Cependant, suite à l’interaction avec le 
récepteur CD4, l’enveloppe adopte une conformation plus ouverte pour permettre l’exposition 
du site de liaison au co-récepteur. Ainsi, plusieurs éléments de la gp120 se replient en formant 
plusieurs liens afin de moduler et aider à l’établissement des différentes conformations.  
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Premièrement, les études structurales des enveloppes isolées de virus adaptés en 
laboratoire ainsi que des enveloppes de virus d’isolats primaires ont permis de déterminer les 
régions de contact entre la gp120 et CD4. Il a alors été démontré que CD4 interagissait à 
l’interface de trois domaines essentiels, soit le domaine interne, le domaine externe et le feuillet 
de pontage [bridging sheet] (168). Cette région conservée, nommée cavité phe43, forme une 
poche hydrophobique permettant l’insertion du résidu phénylalanine en position 43 du CD4. 
Suite à l’interaction avec CD4, un réarrangement des régions variables V1 et V2 se produit et 
occasionne l’exposition de la boucle variable 3 (V3) afin d’exposer le site de liaison au 
corécepteur (54, 55). 
Les changements conformationnels d’Env peuvent être influencés par des altérations de 
cette cavité, et ces changements impliquent des résidus conservés. L’acide aminé en position 
375 semble avoir un rôle majeur au niveau de cette cavité. En effet, une substitution de la sérine 
en position 375 par un tryptophane altère la conformation de la gp120 prédisposant l’Env à 
assumer spontanément une conformation liée à CD4 (169). En accord avec le rôle important de 
la conformation de l’enveloppe dans l’interaction avec CD4 (159, 169-171) une récente étude 
in vivo utilisant le modèle simien de l’immunodéficience humaine (SHIV) chez les macaques 
rhésus a montré que le remplacement du résidu 375 par les grands acides aminés hydrophobes 
ou basiques améliore l’affinité d’Env pour CD4 et permet au virus de mieux entrer dans les 
cellules cibles, notamment les lymphocytes T CD4 du macaque (172).   
En plus de la cavité Phe43, d'autres éléments de la gp120 jouent un rôle dans l'interaction 
avec CD4 et les changements conformationnels. En effet, les trois couches topologiques situées 
dans le domaine interne de la gp120 affectent l'interaction avec CD4 et les changements 
conformationnels ultérieurs. Ces couches topologiques permettent de conserver CD4 en place 
d’une part en exposant le domaine de liaison à CD4 (couche topologique 3) par la stabilisation 
de la cavité phe43 et d’autre part en stabilisant le complexe en empêchant la dissociation de 
CD4 (interaction entre les couches topologiques 1 et 2) (159, 170, 173).  
Les changements conformationnels ont une importance non seulement sur la 
fonctionnalité de l’enveloppe mais aussi pour la protection de certains épitopes qui pourraient 
être reconnus par des anticorps. En effet, la réponse immunitaire naturelle dirigée contre le virus 
n’est pas capable de contrôler la réplication virale. Une très grande variabilité, un bouclier de 
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glycan (174-179) et l’exposition de région variables (180, 181) ne permettent pas une bonne 
reconnaissance d’Env par les anticorps. 
Ainsi, la majorité des anticorps produits durant l’infection ne peut neutraliser le virus et 
prévenir l’infection d’une nouvelle cellule. Cependant, il a récemment été démontré qu’une 
conformation plus ouverte induite par l’interaction avec CD4 cellulaire permet l’exposition de 
plusieurs épitopes qui peuvent soutenir une réponse cytotoxique anticorps dépendante (ADCC) 
(182, 183). Les anticorps reconnaissant ces épitopes sont rapidement élicités durant l’infection 
et sont présents dans le sérum de patient, mais aussi aux niveaux des sites de transmission tels 
que les muqueuses et le lait maternel (183, 184). Bien que ces anticorps soient non neutralisants 
(i.e., incapables d’inhiber l’infectivité du virus), une réponse ADCC semble être un mécanisme 
important pour la prévention de la transmission tel qu’observé lors de l’essai vaccinal RV144 
où il y a eu une corrélation importante entre la protection et une réponse ADCC chez les 
individus vaccinés (22, 185). 
3.3.2 Changements conformationnels de la gp41 
Les changements conformationnels de la gp120 suite à la liaison à CD4 sont aussi 
transmis à la gp41. Un premier changement conformationnel permet d’exposer les régions HR1 
et HR2 et l’insertion du peptide de fusion dans la membrane de la cellule cible. Deuxièmement, 
la complémentarité de ces régions provoque leur repliement afin de former un paquet de six 
hélices (58, 59). Ce changement physique provoque le rapprochement des deux membranes 
lipidiques (Figure 8). 
3.3.3 Modulations de la conformation de l’enveloppe par les protéines virales  
La modulation de la conformation de l’enveloppe n’est pas seulement intrinsèque. 
Plusieurs protéines accessoires virales permettent de moduler les niveaux d’expression des 
glycoprotéines d’enveloppe ainsi que la conformation adoptée par celle-ci. En effet, une 
particule virale contient très peu d’env à sa surface, soit environ 14 molécules par particule 
virale (186, 187). Étant donné qu’Env est la seule protéine pouvant servir de cible au système 
immunitaire, le fait de posséder un nombre limité d’Env exposé permet entre autres de 
restreindre la détection d’Env par celui-ci. Ainsi le VIH-1 code pour deux protéines accessoires 
qui ont un effet indirect sur l’expression et la conformation de l’Env.  
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La modulation de l’expression de l’enveloppe se fait entre autres par l’entremise de Vpu. 
Tel que décrit précédemment, Vpu diminue les niveaux de surface de BST2. Ceci se traduit par 
une diminution de l’accumulation des particules virales, et donc d’Env, à la surface des cellules 
infectées. 
La modulation de la conformation de l’enveloppe est plus subtile, indirecte et implique 
l’interaction avec CD4. En effet, il a été démontré que l’interaction CD4-Env est nécessaire afin 
d’induire un changement conformationnel de l’enveloppe. Ce changement, similaire à celui qui 
se passe durant l’entrée virale, permet l’exposition d’épitopes autrement inaccessibles qui sont 
reconnus par des anticorps capables de médier une réponse cytotoxique dépendante des 
anticorps (ADCC) (182, 183).  
Ainsi, le virus met beaucoup d’efforts afin d’éviter de présenter la conformation ouverte 
d’Env de façon précoce. 
 
Figure 8 Différentes conformations adoptées par les glycoprotéines d’enveloppe lors de 
l’intéraction avec la cellule cible durant l’entrée virale. 
1) Env de la membrane virale et protéines de la membrane cellulaire avant interaction; 2) 
Interaction d’Env et le récepteur CD4 et le co-récepteur CCR5; 3) Insertion du peptide de 
fusion dans la membrane cellulaire; 4) Formation du paquet de six hélices 
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4 VIH-1 et le système immunitaire  
4.1 Réponse immunitaire contre le VIH-1  
L’habileté du système immunitaire pour lutter contre le VIH-1 repose sur plusieurs 
facteurs tels que la réponse innée, la réponse adaptative et les facteurs génétiques de l’hôte, de 
même que la pathogénicité de la souche du VIH-1. 
Durant l’infection par le VIH-1, la première réponse observée est celle du système 
immunitaire innée. Les produits viraux (e.g. ARN viral) sont reconnus par les toll-like receptor 
(TLR) présentes sur les cellules présentatrices d’antigènes telles que les cellules dendritiques 
(DC)(188). Il y a alors la production de hauts niveaux d’interféron alpha et d’autres cytokines 
pro-inflammatoires (IL-2 et IL-6) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-α) entrainant une forte 
activation du système immunitaire (189). Parallèlement, il y a l’augmentation de cellules NK 
(natural killers) qui tuent les cellules présentant des ligands de stress (190). Mais l’activité de 
celles-ci déclinent progressivement durant l’infection en devenant anergiques (191). 
La réponse du système innée est à double tranchant. Bien qu’elle favorise un état pro-
inflammatoire, l’activation et le recrutement des cellules de la réponse cellulaire et la production 
intense des cytokines entraine son épuisement. En effet, l’activation immunitaire cause 
l’apoptose des DC dont le déclin est notable chez l’individu infecté (192). De plus, certains 
facteurs de stress ce retrouvent dans le sang et provoqueraient la mort des cellules non infectées 
avoisinantes. Ainsi, même si le système immunitaire essaye de contrôler le virus, l’infection 
virale des cellules immunitaires, la production de cytokines pro-inflammatoire par les cellules 
innées, la translocation des produits microbiens dans le sang par l’épithélium intestinal 
endommagé (189), et des co-infections mycobactériennes et virales chroniques (193) sont tous 
des facteurs qui contribuent à l’activation du système immunitaire et à son épuisement.  
La réponse adaptative cellulaire joue aussi un rôle important pour l’immunorégulation 
du VIH-1. Une expansion rapide des lymphocytes T CD8 est observée. Activées par les peptides 
viraux présentés par le CMH-I, ces cellules contribuent à la réduction virale dans la phase aigüe 
en tuant les cellules nouvellement infectées. La coordination de la réponse T CD8 dépend des 
lymphocytes T auxiliaires qui sont les cibles du VIH-1. Ainsi la réponse CD8 est dépendante 
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des niveaux de T CD4 des individus infectés, des niveaux qui déclinent s’il n’y a pas 
d’intervention antirétrovirale (194). 
4.2 Réponse immunitaire humorale contre les glycoprotéines de l’enveloppe 
Dans les premières semaines suivant l’infection par le VIH-1, il est déjà possible de 
détecter des anticorps spécifiques au VIH-1 (195, 196). Ces anticorps sont dirigés contre Env. 
Les anticorps peuvent avoir plusieurs fonctions effectrices avec le potentiel de bloquer la 
réplication du VIH-1.  
Les anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs ; Broadly Neutralizing Antibodies) se 
développent lentement et nécessitent plusieurs changements avant d’arriver à leur plein 
potentiel. Ainsi c’est seulement qu’après 12 semaines ou plus qu’on peut isoler les premiers 
bNAbs  (178). Ces anticorps permettent de neutraliser le virus en se liant à Env présent sur les 
particules virales afin de prévenir la fusion des membranes virale et cellulaire et donc l’entrée 
virale. Les anticorps neutralisant sont classés selon l’endroit qu’ils ciblent sur la glycoprotéine 
de l’enveloppe. Les anticorps b12, VRC01, CH103 et 8ANC131 reconnaissent des épitopes de 
la région liant CD4 (CD4bs ; CD4 binding site), faisant ainsi compétition à la liaison au 
récepteur CD4. D’autres ciblent les régions variables de la gp120. PGT9 et PGT145 ciblent un 
épitope quaternaire des régions variables 1 et 2 du trimère (197). D’autres, PGT121, PGT128, 
PGT135 et 2G12, ont plutôt pour cibles les glycans de la région variable V3. Les anticorps 
neutralisants peuvent aussi cibler la région MPER de la gp41. Cette catégorie regroupe les 
anticorps 2F5, 4E10, 10E8 et Z13. Le tableau I (p.36) permet de présenter quelques bNAbs ainsi 
que leur région d’interaction. 
 
 
Tableau I. Exemples d’anticorps neutralisant à large spectre et leurs sites de reconnaissance 
sur l’enveloppe 
Site de reconnaissance Anticorps neutralisant à large spectre Références 
Site de liaison à CD4 (gp120) b12 (198, 199) 




V1/V2 (gp120) PGT9 (197, 205-209) 
PGT145 (210) 
 
Glycans V3 (gp120) 
2G12 (211, 212) 
PGT121 (210, 213, 214) 
PGT128 (210, 215) 
PGT135 (210, 216) 
 
MPER (gp41) 
2F5 (211, 217, 218) 
4E10 (211, 217, 219) 
10E8 (220) 
Z13 (221) 
             
Adapté de Kwong, Mascola, Nabel. Nat Rev Immunol. Septembre 2013 (222) 
 
On retrouve aussi les anticorps dits non-neutralisants. Ils sont rapidement générés durant 
les premiers jours suivant l’infection, et présents dans plusieurs compartiments immunitaires 
soit les muqueuses, les sécrétions cervico-vaginales et rectales. Ils sont déterminés dans un 
modèle animal de primates non humains infectés par le SIV ou par le SHIV (223). Ces anticorps 
peuvent jouer d’autres fonctions toutes aussi importantes que les bNAbs. Grace à leur partie Fc, 
ces anticorps non neutralisants sont capables de recruter des cellules effectrices comme les 
cellules NK, les macrophages et les cellules dendritiques, qui a leur tour vont induire la cytolyse 
et l’apoptose de cellules infectées. De plus, la stimulation des cellules effectrices par la liaison 
à la partie Fc permet le relâche de cytokines antivirales. Ainsi, une inhibition virale dépendante 
des anticorps (antibody-dependent cell-mediated viral inhibition ; ADCVI) est possible grâce 
aux anticorps non neutralisants. Dans cette catégorie on retrouve les anticorps qui reconnaissent 
des épitopes conformationnels conservés de la région C1 tel que A32 (183, 224-227), qui sont 
présents seulement dans la forme CD4 lié, les anticorps N5-i5 et 2.2c (228) qui lient la gp41 
dans sa forme native, de même que les anticorps qui reconnaissent un épitope formé de la couche 
topologique 1 et du domaine interne de la gp120. 
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4.3 Réponse immunitaire vaccinale  
Après plus de 30 ans depuis la découverte du VIH-1 comme étant la cause du SIDA, il 
n’existe pas de vaccin approuvé pour l’utilisation clinique dans la prévention du VIH-1. 
Cependant, depuis le premier essai vaccinal en 1988, en combinaison avec la découverte sur la 
structure et les réponses immunitaires contre le VIH-1, il y a eu du progrès substantiel en ce 
domaine (229).  
Ainsi, les vaccins actuels visent à éliciter une réponse humorale (génération d’anticorps 
neutralisants), cytotoxique (réponse CD8 dirigée contre les cellules infectées) ou bien une 
combinaison des deux (230).  Afin d’obtenir une réponse immunitaire désirée, un certain 
nombre de vecteurs viraux et des systèmes de prestation font l'objet de recherches pour les 
vaccins de pointe du VIH. 
L’utilisation de vecteurs viraux a permis l’incorporation de plusieurs protéines virales 
pour expression dans la cellule. Les protéines exprimées sont généralement Env et Gag 
provenant de virus primaires qui dominent dans la région où l’essai vaccinal a lieu. L’utilisation 
de virus primaires, notamment les virus fondateurs isolés dans les premières semaines post-
infection permet de tenir compte des propriétés biologiques particulières de ceux-ci et qui 
pourraient être utiles pour l'induction d'une immunité protectrice (231, 232). La très grande 
variabilité génétique est aussi prise en compte en utilisant des protéines de plusieurs virus 
différents qui dominent les régions visées par l’essai vaccinal.  
De plus, un régiment de vaccination plus complexe est utilisé. La vaccination de type 
amorce-rappel (prime-boost) combine deux vaccins ainsi permettant une meilleure stimulation 
du système immunitaire (233-235). Ces types de vaccination permettent entre autres 
d’augmenter la réponse humorale, incluant les bNAbs (236, 237). Le tableau II présente les six 
vaccins qui ont été testés chez les humains.  
4.3.1 Essais à base des gp120 recombinantes 
Les VAX003 et VAX004 étaient les premiers vaccins ayant eu l’approbation pour être 
essayés chez l’homme. VAX004 était composé de la gp120 recombinante des souches de 
laboratoire MN (sous-type B) et de la couche de virus primaire GNE8 (sous-type B). VAX003 
était composé de la gp120 recombinante des souches MN et la souche primaire A244 
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(CRF01_AE). L’injection était intramusculaire avec l’adjuvant à base d’aluminium (Alum). Ces 
essais ont démontré que les monomères de gp120 recombinante suscitaient des réponses 
d'anticorps neutralisants très limitées qui n’étaient pas assez afin de protéger contre l'infection 
par le VIH dans une population à haut risque. Les anticorps générés avaient un pouvoir 
neutralisant contre les virus de tiers 1 seulement et une stimulation constante avec VAX003 a 
altéré les propriétés fonctionnelles des anticorps anti-Env, i.e. une sélection d’anticorps de type 
IgG4 est favorisé (230, 238-240).  Ces anticorps ont une affinité plus faible à l’antigène et 
régulent à la baisse les réponses immunitaires, car la partie Fc de l’anticorps ne permet par le 
recrutement des autres composantes tels que le complément ou les cellules effectrices (NK) 
(240-242). 
4.3.2 Essais à base de vecteurs adénoviraux 
Les vaccins à base de vecteurs d’adénovirus AD5 (243) (Essais HVTN-504 et HVTN-
503) représentent la seconde vague de vaccins ayant eu l’approbation pour effectuer un essai 
chez les humains. Le vaccin était composé d’un vecteur adénoviral de type 5 non réplicatif, 
codant pour les genes gag, pol et nef provenant d’un virus de clade B similaire à la séquence 
consensus du clade B. Celui-ci a été administré dans deux cohortes où il y avait une 
prédominance de clade B (Amérique du Nord, les Caraïbes, l'Amérique du Sud et en Australie) 
ou clade C (Afrique du Sud) (244-246). Ayant démontré une activation soutenue du système 
immunitaire chez les primates non humains, ce vaccin laissait présager que la stimulation de la 
réponse des lymphocytes T spécifiques au VIH-1 permettrait une réduction de l’acquisition du 
virus. Or, l’effet obtenu était tout autre. En effet, le vaccin augmentait la susceptibilité à 
l’infection chez le groupe d’individus vaccinés comparativement au groupe placebo, en 
suscitant la migration des cellules cibles du VIH-1, les lymphocytes T CD4+ (247). De plus, 
bien que sécuritaire chez les primates non humains, plusieurs individus présentaient une 
immunité préexistante contre le vecteur lui-même (230, 245, 246). Finalement, un dernier 
vaccin à base d’adénovirus a été testé. En tenant compte des résultats des deux derniers essais 
vaccinaux, le vecteur AD5 utilisé a été modifié afin de ne plus induire de réponse immunitaire 
contre les protéines d’adénovirus. De plus, il exprimait une plus grande variété de protéines 
incluant Env qui provenait de différents clades, Malheureusement, toutes ces modifications 
n’ont pas permis de générer une réponse protectrice contre le VIH-1. 
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Aucun de ces vaccins n’a présenté une bonne efficacité à protéger les individus contre 
l’acquisition du VIH-1. En résumé, ces vaccins avaient un problème à maintenir la présence 
d’anticorps contre Env dans le temps.  Les anticorps élicités avaient une diminution rapide de 
titre et revenaient au niveau basal non protecteur. De plus, étant donné que les lymphocytes T 
CD4 sont la cible du VIH-1 et qu’elles contribuent à la formation des anticorps en stimulant les 
cellules productrices d’anticorps, les lymphocytes B, le recrutement de ces cellules T au site 
d’infection doit être régulé. En effet, une forte localisation des lymphocytes T CD4 au site 
d’infection rapproche les cellules cible du virus, qui peut alors les infecter plus facilement. Ceci 
a été le cas lors de l’essai HVTN-504, dans lequel les individus vaccinés présentaient un risque 
plus accru d’être infecté comparativement aux individus non vaccinés.  
4.3.3 Essai vaccinal RV144 
Effectué en Thaïlande, l’essai vaccinal RV144 comportait deux vaccins ultérieurement 
utilisés seuls, soit ALVAC ®-HIV (vCP1521) et AIDSVAX® B/E. ALVAC ®-HIV (vCP1521) 
a été administré dans les semaines 0, 4, 12 et 14 suivi d’un rappel avec AIDSVAX® B/E gp120 
B/E administré aux semaines 12 et 14.  ALVAC®-HIV est un vecteur, fabriqué à partir du virus 
canary-pox (vCP1521) recombinant de deuxième génération et qui exprime la gp120 du virus 
CRF01_AE 92TH023 lié à la partie transmembranaire de la gp41 appartenant au virus LAI du 
groupe B. Ce vecteur code aussi pour Gag et PR de LAI. AIDSVAX® B/E gp120 B/E est un 
vecteur exprimant de manière bivalente l’enveloppe du VIH-1 CRF01_AE CM244 et 
l’enveloppe de la couche MN (Clade B). Suite à la vaccination, le suivi des patients à chaque 6 
mois sur une période de 3 ans a permis de collecter plusieurs informations incluant l’effet de 
l’immunisation sur la réplication virale et les niveaux des T CD4.  
Ainsi, pour la première fois, un vaccin anti-VIH-1 a permis une certaine diminution du 
risque d’acquisition après vaccination avec 31.2 % d’efficacité (23). Cette protection était en 
partie due à la présence d’IgG capable de reconnaître une molécule présentant les régions V1 et 
V2,  tandis que la présence d’IgA reconnaissant Env augmentait le risque d’infection en faisant 
compétition à d’autres anticorps ciblant la région C1 de Env, qui contrairement au IgA pouvaient 



























 Gp120 recombinante    
VAX 003 
(1998-2003) 




Non efficace (252) 
VAX004 
(1998-2003) 




Non efficace (253) 
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Clade B, gag, pol, nef 
AD5 
Amérique du Nord 
et Sud, Caraïbe, 
Australie ; MSM 








Clade B, gag, pol, nef 
AD5 
Afrique du Sud, 
Hétérosexuels 



















Clades A, B et C États-Unis, MSM. Non efficace (256) 
 
UDI, Utilisateurs de drogues injectables; MSM, hommes ayant des relations sexuelles avec 
d’autres hommes (men who have sex with men) 
Adapté de Lewis, DeVico, Gallo. PNAS. Novembre 2014
  
 
Hypothèses et objectifs 
Les glycoprotéines de l’enveloppe (Env) de l’immunodéficience humaine de type 1 
possèdent un rôle central dans le cycle réplicatif ainsi que dans la pathogenèse du virus. Env 
initie à elle seule l’entrée du virus dans la cellule. De plus, c’est la seule protéine virale exposée 
à la surface contre laquelle une réponse immunitaire peut être exercée afin de prévenir l’entrée 
ou la dissémination. Par conséquent, le virus accorde une très grande importance quant à la 
structure et la régulation de celle-ci. 
Fait intéressant, les glycoprotéines de l’enveloppe du virus CRF-AE diffèrent des autres 
Env du même groupe M auquel il appartient. En effet, contrairement à tous les autres Env issues 
du même groupe phylogénétique, les souches du CRF_AE possèdent une histidine (H) en 
position 375 plutôt qu’une sérine (S). Le résidu 375 se trouve dans la cavité Phe43 qui est 
importante pour l’interaction avec le récepteur CD4. 
Ainsi, nous avons émis l’hypothèse qu’une modification des acides aminés présents dans 
cette cavité pourrait avoir un effet sur la fonctionnalité de l’enveloppe. 
L’objectif du projet était alors d’évaluer l’implication de cet acide aminé sur la 
fonctionnalité des enveloppes de CRF01_AE 92TH et CM244. Plus spécifiquement, ce projet 
cherchait à élucider l’implication de cet acide aminé sur la capacité des Env à promouvoir la 
fusion cellule à cellule, son rôle dans le clivage et l’association des sous-unités de l’enveloppe 
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PRÉAMBULE 
L’article suivant présente les résultats principaux de ce mémoire. Cet article décrit 
l’importance fonctionnelle de l’acide aminé 375 dans deux souches CRF01_AE et répond aux 




The envelope glycoproteins (Env) from human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) 
mediate viral entry. The binding of the HIV-1 gp120 glycoprotein to CD4 triggers 
conformational changes in gp120 that allow high-affinity binding to its coreceptors. Contrary to 
all other Envs from the same phylogenetic group M, which possess a serine (S) at position 375, 
those from CRF01_AE strains possess a histidine (H) at this location. This residue is part of the 
Phe43 cavity where residue 43 of CD4 (a phenylalanine) engages with the gp120. Here we 
evaluated the functional consequences of replacing this residue in two CRF01_AE Envs 
(CM244 and 92TH023) by a serine. We observed that reversion of the 375 amino acid to a serine 
(H375S) resulted in a loss of functionality of both CRF01_AE Envs as measured by a dramatic 
loss in infectivity and their ability to mediate cell-to-cell fusion. While no effects on processing 
or trimer stability of these variants were observed, decreased functionality could be linked to a 
major defect in CD4 binding induced by the substitution of H375 by a serine. Importantly, 
mutation of residues 61 (Layer 1), 105, 108 (Layer 2) and 474 to 476 (Layer 3) of the 
CRF01_AE gp120 inner domain layers to the consensus residues present in group M restored 
CD4 binding and wild-type levels of infectivity and cell-to-cell fusion.  These results suggest a 
functional co-evolution between the Phe43 cavity and the gp120 inner domain layers. 
Altogether, our observations describe the functional importance of 375H amino acid in 
CRF01_AE envelopes.  
 
IMPORTANCE 
A highly conserved serine located at position 375 in group M is replaced by an histidine 
in CRF01_AE Envs.  Here we show that H375 is required for efficient CRF01_AE Env binding 
to CD4. Moreover, this work suggests that specific residues of the gp120 inner domain layers 







HIV-1 has a very high genetic variability owing to the error prone reverse transcriptase 
(lacking a proofreading function), many rounds of replication allowing high viral turnover rate 
and significant immune pressure from the host during the chronic infection (1-6).  The vast 
genetic variability of HIV-1 resulted into its classification into 4 major groups M, N, O and P. 
The HIV-1 group M is responsible for the majority of the global pandemic.  It comprises 9 major 
subtypes (A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J and K) and circulating recombinant forms (CRFs) 
(7-11). These recombinant forms initially result from multiple infections within the same 
individual which favors recombination between two different genomic RNA copies upon co-
infection of the same cell and production of heterozygous virions (12); CRFs are recombinants 
that are transmitted and repeatedly sampled (13-15).  The utilization of the two distinct 
alternating templates by the reverse transcriptase allows the generation of a chimeric DNA 
molecule, and in major instances, results in the creation of new HIV-1 inter-subtype 
recombinant virus (13, 16, 17). 
Southern Asia is particularly affected by the CRFs. CRF01 was originally established in 
central Africa, where it had undergone diversification by the time the Asian CRF01 epidemic 
began in the late 1980s in Thailand (14, 15). During the past decade, an increasing prevalence 
of the CRF01_AE subtype was observed and it accounted for 42.5% of all national infections 
in China in 2007 (18) and 95% in Thailand in 2004 (19). CRF01_AE has a mosaic genome 
composed by the gag-pol region and most of the accessory genes from clade A and the env gene 
from clade E (20). No parental clade E strain has been identified matching the CRF01_AE Env 
(20). Altering or exchanging fragments of genes encoding crucial proteins such as the envelope 
can have a sizeable impact on viral fitness (21, 22), virulence and ability to evade the host 
immune system, thus providing evolutionary advantages to the virus (8). 
Host-cell entry is the first step of the HIV-1 replication cycle and requires the mature 
viral envelope glycoproteins, which result from the proteolytic cleavage of gp160 viral protein 
into exterior gp120 and transmembrane gp41 subunits. These subunits are linked by non-
covalent links allowing conformational changes of the trimer during the entry process (23-25). 
The gp120 exterior subunit is important for the initial interaction with the CD4 receptor.  The 
Phe43 cavity, located at the interface of the inner and outer domain of the gp120, allows the 
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engagement to CD4 via its Phe43 residue (26). Then, rearrangement of the variable regions V1 
and V2 expose the binding site for the coreceptors (CCR5 and CXCR4) (27). A major 
conformational change in gp41 where a six-helix bundle structure, composed of three N-
terminal heptad repeat (HR1) and three C-terminal heptad repeat (HR2) regions, brings together 
the viral envelope and the target cell membrane (28, 29).  
It has been shown that some of these conformational rearrangements could be impacted 
by large alterations in the Phe43 cavity. Substitution of the well-conserved group M serine at 
position 375 by a large hydrophobic residue such as tryptophan alters Env conformation by 
predisposing gp120 to spontaneously assume a state closer to the CD4 bound conformation (30).  
In agreement with an important role played by Env conformation on CD4 interaction (23, 30-
32), a recent study using the SHIV model in rhesus macaques showed that replacing residue 375 
by larger hydrophobic or basic amino acids enhanced Env affinity to rhCD4 and allowed a better 
entry into rhCD4 lymphocyte T cells, in vivo (33), highlighting the importance of this residue 
and its context for viral replication. 
In addition to the Phe43 cavity, other gp120 elements play a role in CD4 interaction and 
Env conformation.  For example, it has been described that three topological layers located in 
the inner domain of gp120 affect CD4 interaction and subsequent conformational changes. 
These three layers (Layer 1, Layer 2 and Layer 3) of the inner domain secure CD4 binding by 
helping to expose the CD4-binding site (Layer 3) (31, 34) and then by keeping CD4 in place by 
decreasing the off rate (Layers 1 and 2). It has been suggested that the gp120 inner domain 
layers have evolved to accommodate for changes occurring in the Phe43 cavity (32, 34).  
Despite high genetic diversity, some functional glycoprotein domains in HIV-1 envelope 
have been preserved over time, such as the Phe43 cavity.  However, CRF01_AE Envs appear 
to have evolved differently from other subtypes. Their envelope glycoproteins possess a 
histidine at position 375. Here, we investigate the functional relevance of 375H residue in the 
Phe43 cavity of CRF01_AE Envs and its interplay with the inner domain layers.  
  
 
MATERIALS AND METHODS 
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Cell lines.  
293T human embryonic kidney, Cf2Th canine thymocytes (American Type Culture 
Collection) and TZM-bl cell lines (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program) were 
grown at 37°C and 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen) containing 
10% fetal bovine serum (Sigma) and 100 μg/ml of penicillin-streptomycin (Mediatech). Cf2Th 
cells stably expressing human CD4 and CCR5 (Cf2Th-CD4-CCR5) (35) were grown in medium 
supplemented with 0.4 mg/ml of G418 (Invitrogen) and 0.15 mg/ml of hygromycin B (Roche 
Diagnostics). The TZM-bl cell line is a HeLa cell line stably expressing high levels of CD4 and 
CCR5 and possessing an integrated copy of the luciferase gene under the control of the HIV-1 
long terminal repeat (36). 
Site-directed mutagenesis.  
Mutations were introduced individually or in combination into the pcDNA3.1 vector 
(Invitrogen) expressing the CRF01_AE 92TH023023 and CRF01_AE CM244 envelope 
glycoproteins. Site-directed mutagenesis was performed using the QuikChange II XL site-
directed mutagenesis protocol (Stratagene). The presence of the desired mutations was 
determined by automated DNA sequencing. The numbering of the CRF01_AE 92TH023023 
and CRF01_AE CM244 envelope glycoprotein amino acid residues is based on that of the 
prototypic HXBc2 strain of HIV-1, where 1 is the initial methionine (37). 
Immunoprecipitation of envelope glycoproteins.  
For pulse-labeling experiments, 3 ×105 293T cells were transfected with pcDNA3.1-
HIV- 1 Yu2, CRF01-AE 92th023 or CM244 gp160 variants using a standard calcium phosphate 
method. One day after transfection, cells were metabolically labeled for 16 h with 100 μCi/ml 
[35S]methionine-cysteine ([35S] protein labeling mix; Perkin-Elmer) in Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium lacking methionine and cysteine and supplemented with 5% dialyzed fetal 
bovine serum. Cells were subsequently lysed in RIPA buffer (140 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4, 
2 mM NaH2PO4, 1% NP-40, and 0.05% sodium dodecyl sulfate [SDS]). Precipitation of 
radiolabeled Yu2, 92th023 and CM244 envelope glycoproteins from cell lysates or medium was 
performed with a mixture of sera from HIV-infected individuals.    
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The association index is a measure of the ability of the mutant gp120 molecule to remain 
associated with the Env trimer complex on the expressing cell, relative to that of the wild-type 
Env trimer.  The association index is calculated as follows:  association index = ([mutant 
gp120]cell x [wild-type gp120]supernatant)/ ([mutant gp120]supernatant x [wild-type gp120]cell ).  The 
processing index is a measure of the conversion of the mutant gp160 Env precursor to mature 
gp120, relative to that of the wild-type Env trimer.  The processing index was calculated by the 
formula: processing index = ([total gp120]mutant x [gp160]wild-type)/ ([gp160]mutant x [total 
gp120]wild-type).   
Alternatively, medium containing radiolabeled gp120 variants was immunoprecipitated 
with CD4-Ig for 1 h at 37°C in the presence of 50 μl of 10% protein A-Sepharose (General 
Electric). All samples were loaded on polyacrylamide gels and analyzed by autoradiography 
using a PhosphorImager (Molecular Dynamics). 
Recombinant luciferase viruses. 
Recombinant viruses containing the firefly luciferase gene were produced by calcium 
phosphate transfection of 293T cells with the HIV-1 proviral vector pNL4.3 Env- Luc and the 
plasmid expressing the wild-type or mutant Yu2, 92TH023 or CM244 envelope glycoproteins 
at a ratio of 2:1. Two days after transfection, the cell supernatants were harvested, and 
centrifuged for 5 min at 3000 rpm to pellet cell debris. The reverse transcriptase activity was 
measured for all viral preparations as described previously (38). The virus-containing 
supernatants were stored in aliquots at －80°C.   
Cell-to-cell fusion. 
To assess cell-to-cell fusion, 3 × 105 293T cells were cotransfected by the calcium 
phosphate method with an HIV-1 Tat-expressing plasmid, pLTR-Tat, and the Yu2, 92TH023 or 
CM244 envelope glycoproteins in an expression vector. Two days after transfection, 3 × 104 
293T cells were added to TZM-bl target cells that were seeded at a density of 3 × 104 cells/well 
in 96-well luminometer-compatible tissue culture plates 24 h before the assay. Cells were co-
incubated for 6 h at 37°C, after which they were lysed by the addition of 30 μl of passive 
lysisbuffer (Promega) and three freeze-thaw cycles. An LB 941 TriStar luminometer (Berthold 
Technologies) was used to measure the luciferase activity of each well after the addition of 100 
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μl of luciferin buffer (15 mM MgSO4, 15 mM KPO4 [pH 7.8], 1 mM ATP, and 1 mM 170 
dithiothreitol) and 50 μl of 1 mM D-luciferin potassium salt (Prolume). 
Purification of recombinant 92TH023 and CM244 gp120 glycoproteins. 
To produce soluble gp120, 10 × 106 293T cells were transfected with a plasmid 
expressing wild-type or mutant 92TH023 or CM244 gp120 using PEI MAX 40000 as directed 
by the manufacturer (Polysciences).  Three days after transfection, supernatant was collected 
and cells pelleted and discarded.  The supernatants were filtered (0.22- filter) (Corning) and 
soluble gp120 was purified by lectin affinity columns. Briefly, Agarose bound Galanthus 
Nivalis Lectin (Vector Laboratories) were added to the filtered supernatant and incubated 
overnight on a shaking platform. The mix (supernatant-containing beads) was then passed 
through columns (for washing with cold PBS, proteins were eluted with methyl-α-D-pyranoside 
0,5M and followed by FPLC purification of monomeric gp120, as described (39).  gp120 
preparations were dialyzed against PBS and stored in aliquots at -80°C.  To assess purity, 
recombinant proteins were loaded on SDS-PAGE polyacrylamide gels and stained with 
Coomassie Blue. 
SPR biosensor analysis. 
Surface plasmon resonance (SPR) biosensor data were collected on a Biacore 3000 
optical biosensor (General Electric). CD4-Ig was immobilized onto separate flow cells within 
the same sensor chip (CM5; GE) to a surface density of around 500 response units (RU) using 
standard amine coupling chemistry (40). The binding capacities of CD4 surfaces were kept low 
to avoid mass transport effects and steric hindrance. Flow cell 1 or 3 was left blank as a control 
for nonspecific binding and refractive index changes. With the instrument operating in a parallel 
sensing mode, soluble gp120 was injected over flow cells 1 and 2 or 3 and 4 at different 
concentrations ranging from 100 to 750 nM at a flow rate of 30 μl/min for 3 min. This was 
followed by a 10-min dissociation phase to allow an estimation of off-rates and binding 
affinities. Sensor data were prepared for kinetic analysis by subtracting binding responses 
collected from the blank reference surface. The association and dissociation phase data were 




Infection by single-round luciferase viruses. 
Cf2Th-CD4-CCR5 target cells were seeded at a density of 2 x 104 cells/well in 96-well 
luminometer-compatible tissue culture plates (Perkin Elmer) 24 h before infection. 
Recombinant viruses in a final volume of 100 μl were then added to the target cells containing 
different dilution of antibodies followed by incubation for 48 h at 37°C.  The medium was then 
removed from each well, and the cells were lysed by the addition of 30 μl of passive lysis buffer 
(Promega) and three freeze-thaw cycles. An LB 941 TriStar luminometer (Berthold 
Technologies) was used to measure the luciferase activity of each well after the addition of 100 
μl of luciferin buffer (15 mM MgSO4, 15 mM KPO4 [pH 7.8], 1 mM ATP, and 1 mM 170 
dithiothreitol) and 50 μl of 1 mM D-luciferin potassium salt (Prolume). 
Sequence analyses. 
The LOGO plots (41) for HIV were made using the Analyze Align tool at the HIV 
database, and are based on the LOGO program 
(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ANALYZEALIGN/analyze_align.html) and the 
HIV-1 database global curated and filtered alignment circa Oct, 2016, including 1 HIV-1 protein 
Env sequence per person Env from 4,632 individuals. 
Signature analyses (42, 43) were used to track amino acids that co-varied with either 
H375 or S375.  A subset of 1000 M group sequences from the more than 4,500 M group 
sequences were sampled from the full Los Alamos database alignment to use as input, reducing 
the dataset size to facilitate computationally intensive phylogenetic analyses and ancestral state 
reconstruction.  To make the analysis more informative, the 1000 sequences were picked after 
first narrowing the field to include only subtypes and recombinant forms that had at least some 
sequences with H375, to enable identification of co-variation patterns across the M group. 
Because of their structural proximity, we were most interested in evaluating signature 
associations within the inner domain layer, and so we present these fully in Table 1.  Other 
phylogenetically corrected associations were found in other regions of Env, however, that may 
be of interest to explore in future studies. In particular H375 was positively associated with 
A101, K231, N289, V341, A430, I519, and H629, and negatively associated with I307 and 
V430, (all with very low p values in phylogenetically corrected tests, ranging from 10-10 to 10-
 39 
 
15), raising the possibility that these sites may also somehow functionally interact with position 


























Comparison of 375 residue in Phe43 cavity among HIV-1 strains.  
The sequence comparison of CRF01_AE strains 92TH023 and CM244 to all the other 
HIV-1 types highlights the difference in the amino acid 375 in the Phe43 cavity (Figure 1A). 
CRF01_AE sequences have a conserved histidine at this position whereas the other clades have 
a serine (Figure 1B). Since it was previously suggested that the inner domain layers have co-
evolved with the Phe43 cavity to accommodate the residue located at position 375 (32), we 
investigated whether residues located in the gp120 inner domain layers were enriched in 
sequences with residue H375 and by extension in  CRF01_AE relative to other HIV-1 clades.  
Visual inspection of an initial alignment of Env protein sequences suggested differences 
between CRF01_AE and the rest of group M strains at positions 61 (Layer 1), 105 and 108 
(Layer 2) and 474 to 476 (Layer 3) (Figure 1 A). This was further supported by a more extensive 
exploration of distinctive subtype variation in these sites, by determining the frequency of amino 
acid variants at each of these positions independently (Figure 1 B), based on the Los Alamos 
database curated Env alignment, which contained one sequence per person; the 2016 database 
alignment contained 4,632 sequences, 433 of which were from CRF01_AE. It is interesting to 
notice that HIV groups O and P share this histidine at position (H375 (Figure 1), and group N 
has a unique form with a methionine in this position (M375). Each of these groups arose from 
separate zoonoses events, from chimpanzees or gorilla into human (44) and position 375 is 
highly variable among SIVcpz viruses isolated from chimpanzees (Figure 1B).  These groups 
share some of the amino acids that are enriched in CRF01 along with H375, in particular the 
Q105, highlighting its likely importance (Figure 1C). 
The histidine at position 375 (H375) was found in greater than 99% of the 433 CRF01 
sequences. The other inner domain amino acids were more than 75% conserved within 
CRF01_AE. We found two H375S mutations in the context of the CRF01_AE lineage in the 
HIV-1 database, as well as a small number of S375H substitutions in other M groups clades and 
subtypes. When H375S naturally arose in CRF01, it tended to be accompanied by some of the 
inner domain substitutions commonly found in the M group, and when S375H arose naturally 
in other clades it was generally accompanied by some of the inner domain amino acids 
commonly found in CRF01, indicative of co-evolution. These occurrences suggest that distinct 
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mutations in the inner domain preferentially accompany the shifts at position 375, but that not 
all changes are simultaneously required in all contexts. 
To more explicitly explore the associations between position 375 and the other sites we 
identified to be of interest within the inner domain, we statistically characterized the frequency 
of association between amino acid variants in position 375 and the other positions.  A simple 
Fisher’s test yields very highly significant associations with the sites of interest we identified in 
the inner domain (Table 1), as expected given the profound associations with well-sampled 
clades illustrated in Figure 1B. In such cases founder effects and functional constraints are 
difficult to disentangle, and hence, it is not possible to resolve whether or not the associations 
observed are due to direct functional constraints or whether both amino acids are simply 
associated with the CRF01_AE lineage. Thus, we also used phylogenetic strategies to explore 
whether particular mutational events were more like to occur in the context of either H or S at 
375 (Table 1).  All but one (residue 105) of the sites of interest had significant phylogenetically 
supported associations, and some of the less common amino acids at each position were 
implicated as well as the consensus forms of the M group and CRF01 (Table 1). Of note, residue 
105 was not associated toward the polymorphism more commonly found with residue 375 (H 
or S) in CRF01_AE, thus highlighting the limitation of visual inspection in identifying 
phylogenetic associations. 
 
Effect of gp120 Phe43 cavity changes on processing and subunit association of 
CRF01_AE 92TH023 and CRF01_AE CM244 envelope glycoproteins.  
To evaluate the role of H375 on CRF01_AE Env function, we replaced histidine 375 by 
a serine (H375S) that is the most common form in the remaining group M. These mutations 
were introduced into CRF01_AE 92TH023 and CM244 Envs. Site-directed mutagenesis was 
also used to modify the CRF01_AE Env residues 61, 105, 108, 474-476; these mutations (H61Y, 
Q105H, V108I, NIK474-476DMR) correspond to the most prevalent amino acid that are found 
in non CRF01_AE subtypes and are further referred as the layer mutations (LM).  
We then evaluated the effect of these substitutions on processing and stability of the Env 
trimer. All mutants were efficiently expressed (Figure 2A-D) and the introduction of larger 
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amino-acid (histidine, H or tryptophan, W) in the Phe43 cavity did not affect the processing of 
Yu2 Env (clade B), 92TH023 and CM244 (clade CRF01_AE) Env relative to the corresponding 
wild type Env (Figure 2B). Similar levels of gp120 in the cell supernatant and the cell lysate 
were also observed in mutants harboring H or S at position 375 (Figure 2A) suggesting that 
these mutations do not impact the association between the two subunits (gp41 and gp120). 
Furthermore, a loss of association of the Yu2, 92TH023 and CM244 Env subunits was observed 
for 375W mutants (Figure 2C). We also evaluated the effect of the LM mutations in the presence 
of a serine or histidine at position 375. Introduction of the LM mutations described above 
increased the processing of Envs independently of the residue present at position 375 (Figure 
2E) and decreased by almost 75% the association between the gp120 and the gp41 subunits 
(Figure 2F).  
 
Effect of gp120 Phe43 cavity changes on CRF01_AE 92TH023 and CRF01_AE 
CM244 envelope glycoproteins function.  
We then evaluated the role of H375 and LM on Env function. The entry phenotype was 
assessed by measuring the relative infectivity and cell-to-cell fusion ability of the variants 
described above. Briefly, relative infectivity was assessed by incubating Cf2Th-CD4/CCR5 
cells with normalized amounts of recombinant HIV-1 virions pseudotyped with wild-type and 
mutant 92TH023 or CM244 Env variants. Cell-to-cell fusion was assessed by co-incubation of 
293T cells expressing the envelope glycoprotein variants with the reporter TZM-bl cells for 6 h 
at 37°C as described in the materials and methods section.  
The introduction of a serine at position 375 in CR01_AE Envs significantly decreased 
the infectivity of HIV-1 viral particles (Figure 3A) and presented lower ability to mediate cell-
to-cell fusion (Figure 3B). Interestingly, introduction of the LM variants partially restored the 
ability of H375S to mediate viral entry and cell-to-cell fusion (Figure 3 and Table 2) suggesting 
that the LM mutations compensate for the H375S phenotype.  Of note, we noticed that LM 
variants, on their own, enhanced viral entry and cell to cell fusion for CM244 but not 92TH023 
Env, suggesting that some structural differences between these two strains exist. 
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Ability of mutant envelope glycoproteins to interact with CD4 and susceptibility to 
sCD4 neutralization. 
Since residue 375 is known to modulate Env affinity for CD4 (23, 30, 33), we first 
evaluated the ability of 92TH023 LM and 375 mutants to interact with CD4 both by 
immunoprecipitation and SPR. For immunoprecipitations analysis, normalized amounts of 
radiolabeled wild-type and mutant gp120 glycoproteins were incubated with human CD4-Ig. 
The precipitates were washed, run on SDS-polyacrylamide gels, and analyzed by densitometry. 
For SPR analysis, purified gp120 variants were evaluated using a sensor chip where CD4-Ig 
was immobilized. 
Interestingly, replacing H375 by a serine dramatically decreased the affinity for CD4 
(Figure 4A). Introduction of the LM mutations alone did not significantly affect CD4 binding 
compared to the wild-type Env, but partially rescued CD4 binding for the H375S variant. A 
detailed analysis of the interaction by SPR indicated that the decreased recognition by H375S 
variant was due to an enhanced off-rate compared to that of the wild-type protein (Table 3). 
Interestingly, introduction of the LM variants restored CD4 binding of the H375S Env by 
decreasing the off-rate (Table 3).  This is reminiscent of the role played by gp120 inner domain 
layer 1 residues (such as H66 and W69) which were previously shown to maintain CD4 binding 
by decreasing the off-rate, despite being located far from the CD4-binding site (23). 
As expected from decreased affinity for CD4 (Figure 4A) viruses bearing the H375S 
variant were resistant to sCD4 neutralization (Figure 4B and 4C).  While introduction of the LM 
mutations alone increased sCD4 sensitivity, introduction in the context of the H375S variant 
restored wild-type levels of sCD4 neutralization.  Thus, these results indicate that in the context 













Figure 1. Phe43 cavity and inner domain layer HIV-1 Env sequences. (A) Primary 
sequence alignment of gp120 residues form the Phe43 cavity, Layer 1, Layer 2, and Layer 3 
from a single sequence from each clade: HIV-1 A (accession number ABB29387.1), HIV-1 B 
(accession number K03455), HIV-1 C (AAB36507.1), HIV-1 D (P04581.1), HIV-1 F 
(ACR27173.1), HIV-1 G (ACO91925.1), HIV-1 H (AAF18394.1), HIV-1 J (ABR20452.1), 
HIV-1 K (CAB59009.1), HIV-1 N (AAT08775.1), HIV-1 O (AAA99883.1), HIV-1 P 
(GQ328744), and two studied viruses CRF01_AE CM244 (AY713425) and CRF01_AE 
92TH023. Residue numbering is based on that of the HXBc2 strain of HIV-1. The shading 
highlights residues that are similar between CRF01_AE from the other subtype from group M.  
(B) A LOGO depiction of the frequency of each amino in positions we originally noted by eye 
based on figure (A) to be correlated with 375 H and 375 S/T. The height of the letter indicates 
its frequency. CRF01_AE has >99% 375 H, and the amino acids shown enriched among 
CRF01_AE sequences, so also associated with 375 H, are shown in green. Black indicates amino 
acids that are favored in other clades or are rare variants. Logos for sequences from following 
subtypes and groups are shown: HIV-1 M group major subtypes A1, B, C, D, F1 and G; M 
group CRFs 01 and 02; the HIV-1 groups N, O and P; and Envs isolated from chimpanzees 
(CPZ). Subtype and groups are noted above each LOGO, followed by their count.  The 2016 
Los Alamos database curated Env alignment was used as the basis for this figure, which contains 
4,632 HIV-1 and related SIVcpz sequences.  (C) An alignment of the positions of interest in the 
inner domain, ordered as in (B). The two times an H375S was found in CRF01_AE are 
indicated, and the 10 naturally occurring sequences from other M group major subtypes with 
the S375H mutation are also shown. As in (B) CRF01_AE common amino acids are shown in 
green, the positions are indicated above the alignment, the number of times the pattern was 








Figure 2. Effect of 375 changes on processing and subunit association of CRF01_AE 
92TH023 and CM244 Envs. Cell lysates and supernatants (SN) of 35S-labeled cells transiently 
expressing the HIV-1YU2, HIV-1CRF01_AE 92TH or HIV-1CM244 wild-type and indicated 
mutant envelope glycoproteins were precipitated with HIV+ sera. The precipitated proteins were 
loaded onto polyacrylamide gels (A, D and G) and analyzed by autoradiography and 
densitometry. (B, E and H) and (C, F and I) show respectively the processing index and 
association index of each envelope, calculated as described in materials and methods. Data 
represents the average +/- SEM from 3 independent experiments. Statistical significance was 













Figure 3. Infectivity and cell-to cell fusion of CRF01_AE variants. (A) Relative infectivity 
was assessed by incubating Cf2Th-CD4/CCR5 cells with recombinant HIV-1 pseudotyped with 
wild-type and mutant CRF01_AE envelope glycoproteins, normalized according to reverse 
transcriptase. Data shown represent the means ± SEM obtained in three independent 
experiments. (B) Cell-cell fusion ability was assessed by co-incubation of 293T cells expressing 
the envelope glycoprotein variants with the reporter TZM-bl cells for 6 h at 37°C. The activities 
of the mutant envelope glycoproteins were normalized to that of the wild-type (wt) envelope 
glycoproteins. The results shown represent the means ± SEM obtained from four independent 
experiments. Statistical significance was tested using unpaired t-test (ns, not significant; *, P < 






Figure 4. CD4 interaction and sCD4 neutralization of CRF01_AE variants. (A) Normalized 
amounts of radiolabeled wild-type and mutant gp120 glycoproteins were immunoprecipitated 
with CD4-Ig as described in materials and methods for 1 h at 37°C. The precipitates were 
washed, run on SDS-polyacrylamide gels, and analyzed by densitometry. Fold increase in the 
binding of gp120 variants to ligands was normalized to wt. Data shown represent the means ± 
SEM of four independent experiments. Statistical significance was tested using unpaired t-test 
(ns, not significant; *, P < 0.05;; ***, P < 0.001).  (B) Normalized amounts of recombinant HIV-
1 virions expressing luciferase and bearing different Env mutant were incubated with serial 
dilutions of sCD4 for 1h at 37℃ before infecting Cf2Th-CD4/CCR5 cells. Luciferase activity 
in cell lysates was measured to determine the infectivity. Infectivity was normalized to 100% in 
the absence of the ligand. Data shown are representative of results from at-least three 







Table 1. Summary of amino acids in positions within the inner domain layers that co-vary 




a The signature analysis identified amino acids that co-varied with amino acids at 
position 375: either H375, the common amino acid in CRF01, or S375, the most common amino 
acid at position 375 in HIV-1 sequences from all other subtypes. We prioritized Env positions 
within the inner domain. The Test “T1” is just a simple Fisher’s exact test using a 2x2 
contingency table with no phylogenetic correction. For position 375, starting with either H or 
not-H (or S or not-S), we tallied the number of times the 375 amino acid is present in association 
with each amino acid found in each other position in the alignment; thousands of tests were 
done.  r1c1, r1c2, r2c1, and r2c2 are the rows (r) and columns (c) are the elements in a 2x2 
contingency table, and are listed as columns. For example, in the first row, an H in position 375 
is found 142 times in conjunction with an H at position 61 (r1c2), and 44 times with other amino 
acids at position 61 (r1c1), and H375 is significantly enriched for an H in position 61.  
b To determine whether or not a given association could have resulted from a 
phylogenetic artifact due to a founder effect, we also did a phylogenetically corrected 
association analysis. For the H375-H61 T1 association, the H61 and H375 are both very 
common in CRF01, and so this could be just a founder, or lineage-based, association.  In this 
case, the association was not supported by a phylogenetically corrected analysis, so leaving the 
possibilities that there may be a functional constraint, or that the association may simply result 
from CRF01 being enriched for both H375 and H61. On the other hand, several other amino 
acids at position 61 were statistically robust even after a phylogenetic correction, strongly 
supporting a co-variation pattern between the two sites. To do the phylogenetic correction, 
maximum likelihood was used to estimate the probability of a given amino acid at each ancestral 
node in a phylogenetic tree.  The most probable amino acid in a given position in the last node 
prior to a leaf is considered to be the most likely ancestral amino acid in that position, given the 
tree and the evolutionary model. This approach was described in detail in (42). Changes to and 
from a given ancestral state in the query position, given the amino acid at 375, were tallied, and 
then used as a basis for Fisher’s exact test. An example of a “T2” corrected table can be found 
in row 6; T2 tests when the ancestral state is not the query amino acid.  In this case, position 61 
is much more likely to change to Q if there is an H at 375, than if there is not, p = 2.1-09 
c The third kind of comparison we evaluated is test T3: when the query amino acid is 
present in the ancestral state, the frequency it mutates away from that state associated with the 
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amino at 375.  The first example of a T3 test is I475 (raw 32), in association with H375. In this 
case, I475 remains I 124/125 times when H is present at 375, while I475 mutates away from I 
much more frequently when an amino acid other than H is found at 375. 
All amino acids in all positions in the Env alignment were evaluated for associations 
with the amino acids at 375, H375 and S375. The q-values to address multiple tests were 
calculated based on comparisons of each amino acid in all Env positions, and associations with 
a q value of < 0.20 were deemed of interest.  
d Test T1 is a simple Fisher’s test that tests for correlations between amino acids in 
position 375 and amino acids in other positions. It cannot resolve whether correlations between 
amino acids in position 375 and other sites are due to functional dependence, or founder effects. 
Therefore, a phylogenetically corrected signature analysis (42, 43) was also used for mutational 
events that were enriched in the sites of interest in the context of either H375 or S375 (Tests T2 
and T3, shown in bold face). These tests evaluate whether amino acids either tend to mutate or 
to stay the same in the context of either H375 or S375, and these tests correct for overt clade 
effects. Query amino acids (AA) are blue if they are enriched in the context of the given AA at 
375, and red if they are negatively associated. r1c1, r1c2, r2c1, and r2c2 are the rows (r) and 
columns (c) are the elements in a 2x2 contingency table, and the P values are 2-sided Fisher's 
exact test based on this table. Q values, or false positive rates, were calculated as described in 
(42, 43) to address multiple test issues, and only associations with q values < 0.20 are included 




































































































































































a Values presented in this table represent the means of data from at least three independent 
experiments. Experimental variation is shown here as SEM is reported. 
b The numbering of the CRF01_AE and YU2 gp120 envelope glycoprotein amino acid 
residues are based on that of the prototypic HXBc2 strain of HIV-1, where 1 is the initial 
methionine (35). The mutations result in the substitution of the amino acid residue shown 
on the left for the amino acid residue shown on the right of the number; for example, H375S 
indicates a substitution of a histidine residue for the serine residue at position 375. LM 
represents the combination of the following mutations:  H61Y, Q105H, V108I and NIK474-
476DMR. 
c The processing index is a measure of the conversion of the mutant gp160 envelope 
glycoprotein precursor to mature gp120 relative to that of the wild-type envelope 
glycoproteins. The processing index was calculated by the following formula: processing 
index = ([total gp120]mutant × [gp160]wild-type)/([gp160]mutant × [total gp120]wild-type). 
d The association index is a measure of the ability of the mutant gp120 molecule to remain 
associated with the envelope glycoprotein complex on the expressing cell relative to that of 
the wild-type envelope glycoproteins. The association index is calculated as follows: 
association index = ([mutant gp120]cell × [wild-type gp120]supernatant)/([mutant 
gp120]supernatant × [wild-type gp120]cell). 
e Relative infectivity was assessed by infecting Cf2Th-CD4/CCR5 cells with similar 
amounts of recombinant HIV-1 pseudotyped with wild-type and mutant CRF01_AE 
envelope glycoproteins, normalized according to reverse transcriptase (see Materials and 
Methods). The ratio of mutant/wild-type virus infectivity is reported. 
f Cell-cell fusion ability was assessed by co-incubation for 6 h at 37°C of 293T cells 
expressing the 92TH023 or CM244 envelope glycoprotein variants with the reporter TZM-
bl cells, as described in Materials and Methods.  
g Normalized amounts of radiolabeled wild-type and mutant gp120 glycoproteins were 
incubated with 13 nM CD4-Ig for 1 h at 37°C. The immunoprecipitates were washed, run 
on SDS-polyacrylamide gels, and analyzed by densitometry. ND, not determined. 
h For association/processing indexes and CD4-Ig immunoprecipitation no SEM are reported 
since values were normalized to 1 for the wt.  
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Table 3. Ability of HIV-1 CRF01_AE 92TH023 gp120 variants to interact with CD4-Ig by 
surface plasmon resonancea 
 
CRF01_AE 92TH023 





KD (M) (Fold 
change) 
Wt 3,34E+03 9,76E-04 2,92E-07 (1,00) 
H375S 2,71E+03 1,89E-03 6,95E-07 (2,38) 
LM 1,10E+04 1,49E-04 1,35E-08 (0,05) 
LM + H375S 8,59E+03 3,22E-04 3,74E-08 (0,13) 
 
a CD4-Ig was immobilized directly onto a CM5 sensor chip and the binding of the indicated 
gp120 protein was evaluated as described in Materials and Methods. KD, equilibrium 

















Since the first emergence of CRF01_AE in Africa and subsequent spread to Asia where 
it established a major epidemic, these viruses have become the dominant strains in many Asian 
countries, including Southern China and Thailand where they have the highest prevalence (18, 
45, 46).  Why this lineage of viruses was able to spread so rapidly is unclear at the moment, it 
did not spread particularly rapidly in Africa (14). Higher viral loads and shorter survival times 
in comparison with people infected in western countries have been associated with CRF01_AE 
infections (47-49).  
Interestingly, we noticed that from all group M subtypes present in the NIH Los Alamos 
HIV database, only CRF01_AE has a highly conserved histidine at position 375.  Since it has 
been previously shown that replacement of serine 375 by a histidine modified Env conformation 
towards a state closer to the CD4-bound conformation (30), we evaluated whether histidine 375 
affected Env function in the CRF01_AE Env context.  
Besides the Phe43 cavity, additional gp120 elements have been shown to play a role in 
the transition to the CD4-bound conformation (23, 50-54). Interestingly, potential co-evolution 
between certain gp120 inner domain layers residues and the Phe43 cavity has been suggested 
(32, 34). Therefore, we evaluated whether additional residues of the gp120 inner domain might 
be associated with H375.  Sequence comparison of the CRF01_AE Env sequences to sequences 
from other subtypes allowed the identification of six residues of the gp120 inner domain layers 
(61, 105, 108, 474-476) that were conserved in CRF01_AE but not in other subtypes; these were 
likely candidates to compensate for the presence of a large residue at position 375 (H375) in 
CRF01_AE.  Replacement of residue 375 by a tryptophan but not a histidine decreased 
association between gp120 and gp41 both in the clade B Yu2 and CRF01_AE Envs, however, 
no effect on Env processing was observed for all the variants tested.  Replacement of H375 by 
a serine did not result in a significant decrease of Env stability or processing.    
Mutating the six residues that were initially identified by eye, but then confirmed to be 
important by phylogenetically corrected signature analysis in 5/6 cases in the inner domain 
layers had a significant impact on the association and processing of the Env and this was 
independent of the amino acids (His or Ser) at position 375.  Inner domain layer variants 
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enhanced the processing of the Env, and decreased the association of the gp120 and the gp41. 
CRF01_AE Envs had a better overall stability without the layer mutations.  Our results indicate 
that the Phe43 cavity and the inner domain layers modulate the stability of CRF01_AE Envs. 
Of note, none of the individual inner domain layer mutations present in the LM variant restored 
the phenotype of H375S on their own, indicating that the combination of all mutations is 
required to compensate for the Phe43 cavity change (not shown). 
It is well known that HIV-1 Env is a metastable and highly flexible protein (55) 
Therefore, functional Env trimers need to maintain a balance between the envelope stability, the 
magnitude of the conformational changes and binding affinity to CD4. In fact, premature 
triggering of the Env complex to downstream conformations results in functional inactivation 
(56), the exposure of non-neutralizing epitopes (57) and rapidly decaying intermediate states 
(56, 57). We observed that the capacity of CRF01_AE Envs to interact with CD4 depends on 
the presence of a histidine at position 375.  Interestingly, the poor recognition of CD4 by 
CRF01_AE Envs with the H375S mutation could be compensated by restoring the nature of 6 
layer residues conserved in the majority of non-CRF01_AE M group strains.  Decreased CD4 
interaction correlated with a lack of Env function as measured by infectivity and ability to 
mediate cell-to-cell fusion.  Moreover, decreased CD4 interaction explained a dramatic loss in 
sCD4 sensitivity of the H375S mutant Envs, which was restored upon introduction of these inner 
domain mutations. Our results suggest that CRF01_AE strains have evolved to secure CD4 
binding with the presence of a bigger amino acid in the Phe43 cavity and that additional changes 
in the inner domain layers co-evolved to compensate for the presence of H375. 
Unlike the majority of HIV-1 Envs, some SIV groups have larger residues than a serine 
at Env position 375 (methionine, histidine, tyrosine, tryptophan). In several cases the strains 
with these larger amino acids successfully made the transition from primates into humans (the 
P, N and O groups). Since the presence of larger amino acids at 375 is known to enhance the 
affinity of Env for CD4 (23, 30, 33) it is possible that their presence in SIV strains is required 
to infect cells which express lower levels of CD4 on their surface, as shown for rhesus macaques 
macrophages (58-60). However, why a histidine was selected for in subtype CRF01_AE at 
position 375 for a virus infecting human cells is not clear.  Additional work is needed to assess 
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the evolutionary pressures that resulted in the fixation of a histidine at position 375 in this rapidly 
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1. La recombinaison : un mécanisme évolutif important pour CRF01_AE 
La recombinaison qui permet la création de CRFs est importante à considérer. En effet, 
les nouveaux virus émergeant de la recombinaison possèdent leurs propres caractéristiques. 
Ceux-ci peuvent être semblables ou tout à fait différents des souches duquel le virus est issu. 
Ces virus seront alors avantagés ou désavantagés dépendamment des caractéristiques obtenues. 
Généralement, l’intérêt est porté sur la pathogenèse du virus et sur les conséquences 
qu’elle peut avoir sur l’hôte. Mais qu’en est-il du virus lui-même? Quelles sont les conséquences 
d’un changement brusque impliquant de larges portions de protéines codantes qui peuvent être 
critiques pour la réplication virale? Le virus peut-il supporter un tel changement drastique ? 
1.1 Impact de la recombinaison sur la réplication du virus  
La recombinaison peut permettre l’acquisition de nouvelles propriétés, qui ont un impact 
sur la réplication. La souche CRF02_AG en est un bon exemple. Cette souche présente des 
caractéristiques autres que celles de ses clades parents, les sous-groupes A et G. Ainsi, 
l’événement de recombinaison qui a conduit à la formation de la souche CRF02_AG a permis 
la sélection d’une variante avec une meilleure capacité réplicative comparativement aux sous-
types parentaux. Cette adaptation serait un facteur important qui contribue à la propagation du 
VIH-1 et sa dominance dans l’Afrique centrale (257). De manière similaire, l’infection avec un 
virus recombinant A/D est caractérisée par une progression nettement plus rapide que celle du 
sous-type A (258). Finalement, la souche recombinante complexe CRF19_cpx ayant des 
fragments de sous-groupes A, D et G a été associée à une progression rapide de la maladie 
puisqu’elle possèderait une meilleure protéase, utiliserait CXCR4 comme corécepteur et 
activerait fortement le système immunitaire. Ainsi, les patients infectés par cette souche 
présentent une progression rapide dans les 3 premières années (259).  
1.2 Impact de la recombinaison sur l’évolution génétique  
La recombinaison est un mécanisme important pour le virus et contribue grandement à 
la diversité génétique. Bien que les gènes évoluent de façon progressive via des mutations 
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ponctuelles, des modifications génétiques importantes lors des événements de recombinaison 
permettent une évolution accélérée. 
Dans l’étude réalisée dans le cadre de ce mémoire, il a été possible de mettre en évidence 
une particularité de la glycoprotéine d’enveloppe de la souche CRF01_AE qui a pu être héritée 
d’une recombinaison entre les sous-types A et E. Les changements des acides aminés au niveau 
d’une protéine dont la fonction est primordiale pour la survie du virus, telle que Env, 
s’accompagnent souvent de changements complémentaires qui permettent de conserver sa 
structure et fonction. 
Ayant cette idée en tête, deux points importants en ressortent. Premièrement, l’enveloppe 
du virus CRF01_AE a probablement été acquise en un seul fragment provenant d’un virus 
parental qui à ce jour n’a pas été identifié et donc cette affirmation ne peut être vérifiée. 
Cependant, les points de cassure de l’enveloppe CRF01_AE sont à la bordure du gène, loin du 
polymorphisme de la position 375, suggérant une recombinaison en périphérie de la séquence. 
Deuxièmement, la coévolution préexistante entre la cavité phe43 et la couche topologique aurait 
était façonnée dans l’enveloppe parentale, ce qui a permis de conserver les interactions intra 
moléculaire de l’enveloppe. Ces interactions sont très importantes pour le mécanisme d’entrée 
du virus.  
En changeant de grands fragments de gènes, une coévolution entre ces fragments permet 
de façonner les protéines virales afin de les optimiser. Ainsi, la recombinaison est un mécanisme 
à double tranchant, c'est-à-dire qu’il peut avoir un rôle bénéfique sur l’évolution du virus et la 
diversité génétique en favorisant l’apparition de nouvelles propriétés qui ont permis de façonner 
un virus capable d’échapper efficacement au système immunitaire. Dans le cas de l’enveloppe 
de CRF01_AE, cette étude suggère qu’une coévolution entre la cavité phe43 et les couches 
topologiques a été nécessaire afin de maintenir l’intégrité fonctionnelle de l’enveloppe.  
Finalement, lorsqu’on s’attarde au génome complet du CRF01_AE on peut aussi 
remarquer qu’une partie du gène nef provient du clade E et une autre partie du clade A. Ainsi, 
dans ce gène les points de cassure ont vraisemblablement eu lieu au sein même de la protéine, 
ce qui pourrait perturber ou modifier la fonction protéique. Une comparaison avec le Nef du 
clade A parental serait alors intéressante afin de comprendre les interactions fonctionnelles avec 
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l’enveloppe de clade AE. De plus, une étude plus approfondie de la capacité du Nef CRF01_AE 
à réaliser ses différentes fonctions serait utile. Entre autres, l’évaluation de la capacité de Nef à 
réguler à la baisse CD4 devrait être évaluée, puisque celle-ci peut indirectement moduler la 
conformation de l’enveloppe (se référer à la section 3.3.3).  
Somme toute, la recombinaison semble être un avantage évolutif majeur en accélérant 
l’évolution, tant qu’il y a maintien de l’intégrité des fonctions des fragments de gènes qui ont 
été changés. Les changements ponctuels s’ajoutent à ceux issus de la recombinaison afin de 
compenser ou complémenter les modifications dues à une recombinaison au sein d’un gène. La 
pression évolutive qu’un virus a subie peut également se transmettre par recombinaison à un 
autre virus qui n’aurait pas été exposé à celle-ci.  
1.3 La recombinaison : un obstacle pour la classification 
Le VIH est parmi les virus humains les plus génétiquement variables. En plus des sous-
types purs, de plus en plus de formes recombinantes sont découvertes chaque année. Bien que 
classées dans une même catégorie, les CRFs peuvent se présenter sous différentes formes. De 
plus, étant issus de la recombinaison entre des virus de sous-types distincts, de groupes distincts 
et de recombinaison entre les CRF, leur génome se retrouve à être modifié.   
L’alignement des séquences du groupe M et du sous-type CRF01_AE et sous-type B 
obtenues de la banque de données de Los Alamos reflète bien cette disparité qui peut exister 
entre les souches CRF et les souches du groupe M dans lequel ils sont classées (Annexe 1, Figure 
9). Lorsqu’on regarde la probabilité de l’acide aminé en position 375, celle-ci change si on inclut 
ou pas le sous-type CRF01_AE dans l’alignement.  La comparaison du groupe M complet 
incluant les recombinants (Annexe 1, Figure 9C) au groupe M sans les recombinants (Annexe 
1, Figure 9A) reflète aussi que l’inclusion de CRF01_AE altère considérablement la distribution 
de l’acide aminé le plus probable en position 375. Lorsqu’on inclut les recombinants dans 
l’alignement, la probabilité d’avoir une histidine passe d’une très faible probabilité à 11.20%. 
Cet effet n’est pas surprenant puisque 99.18% des CRF01_AE possèdent une histidine en 
position 375. Finalement, le logo de la cavité phe43 du sous-type CRF01_AE (Annexe 1, Figure 
9B) est unique, c’est-à-dire qu’il ne ressemble pas au logo du groupe M auquel il appartient. Le 
groupe B, quant à lui, a la même distribution au niveau de l’acide aminé en position 375, une 
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distribution très similaire au groupe M. Ainsi, l’acide aminé de la cavité phe43 du sous-type 
CRF01_AE est mis en valeur lorsqu’il n’est pas inclus dans le groupe M.  
2. Cavité phe43 et pathogenèse : Comment la conformation de l’enveloppe 
peut moduler la progression de la maladie ?  
2.1 Rôle potentiel de l’histidine 375 pour le changement de tropisme  
L’analyse de tous les CRF01_AE en provenance de la Chine, accessible dans la banque 
de données de « Los Alamos HIV sequence Database », souligne la grande prépondérance de 
virus CRF01_AE à tropisme X4. Ainsi, seulement 38.7 % de ces virus ont un tropisme R5 et 
61.3 % présentent un tropisme X4 (260). Un changement de tropisme dans les derniers stades 
de la maladie est souvent associé à une progression plus rapide de la maladie qui s’accompagne 
d’un déclin rapide des niveaux de lymphocytes T CD4+ et une forte immunosuppression (261, 
262). Ceci est particulièrement le cas chez le sous-type CRF01_AE où il est possible d’observer 
une durée de survie plus courte chez les individus infectés avec CRF01_AE lorsque comparé 
avec des individus infectés par des virus de sous-type B (260)  
Ainsi, bien qu’il ne soit pas encore possible de déterminer si le changement de tropisme 
est un facteur de risque causatif d’une progression rapide de la maladie chez les patients infectés 
par CRF01_AE, une grande prévalence de souches X4 chez les CRF01_AE suggèrerait une 
sélection préférentielle de ce tropisme.  
Étant donné qu’Env est un déterminant important dans le choix du tropisme, puisque 
c’est l’endroit d’interaction avec le co-récepteur, un lien intéressant peut-être fait entre 
l’enveloppe, sa conformation et le choix du tropisme.  En effet, il a été suggéré que l’adoption 
d’une conformation plus ouverte des enveloppes de virus avec tropisme R5 était la première 
étape du changement de tropisme (263). Ainsi, une pression de sélection pour une meilleure 
utilisation de CD4 pousserait l’enveloppe à adopter une conformation ouverte, permettant dans 
un second temps la sélection d’autres facteurs essentiels au changement de tropisme (263, 264).  
Ce concept pourrait s’appliquer dans le cas de CRF01_AE.  En effet, la cavité phe43 de l’Env 
du CRF01_AE, différente de la cavité de clade B, pourrait jouer un rôle dans ce phénomène de 
changement de tropisme. L'histidine comblerait la cavité et conférerait un changement 
 72 
 
conformationnel important, franchissant cette première étape. La présence de l’histidine serait 
alors un facteur déterminant qui pourrait expliquer les niveaux élevés de souche X4 au sein de 
la population infectée par CRF01_AE. Cependant, la commutation de co-récepteur qui implique 
plusieurs changements au sein des glycoprotéines s’accompagne souvent d’une perte de fitness.  
Les couches topologiques, qui jouent un rôle important dans les changements conformationnels 
des Env seraient alors intéressantes à considérer, car elles pourraient compenser pour les 
contraintes acquises lors de ce changement. Ainsi la conformation agit au-delà des mécanismes 
d’entrée et serait impliquée indirectement dans la progression de la maladie.  
2.2 Reconnaissance de l’enveloppe par les bNAbs : implications de l’histidine 375  
La modification de l’acide aminé 375 peut aussi moduler la progression de la maladie 
en changeant la capacité de reconnaissance des Envs par les bNAbs. Les anticorps dirigés contre 
le CD4BS sont particulièrement susceptibles aux changements conformationnels. Situés à 
l’interface du domaine interne et externe, non loin de la cavité phe43, les anticorps contre cette 
région peuvent entrer en compétition avec CD4 pour s’y lier. Premièrement, un phénotype très 
intéressant peut être observé lors d’essais de neutralisation avec du CD4 soluble (Annexe 1, 
Figure 10). La présence de la sérine en position 375 des Envs CRF01_AE confère une résistance 
totale à la neutralisation par sCD4 qui est totalement perdu lorsque les mutations compensatoires 
du domaine y sont ajoutées. Par conséquent, les différences dans l'affinité de la gp120 
monomérique à CD4 contribueraient à la résistance observée avec sCD4 pour le virus avec 
l’enveloppe CRF01_AE H375S et des changements dans les couches topologiques du domaine 
interne de la gp120 modifient cette sensibilité. 
Ainsi seul le niveau de comblement de la cavité en harmonie avec les couches 
topologiques du domaine interne de la gp120 jouerait un rôle au-delà de la reconnaissance de 
CD4. Les anticorps VRC01, VRC16, b12 et VRC13, qui ont par ailleurs une forte capacité de 
neutralisation sur un large éventail de virus de clade B et clade C et qui peuvent être retrouvés 
dans le sérum d’individus infectés, n’ont pas pu neutraliser les différents mutants de CR01_AE. 
Ainsi, la conformation de l’enveloppe semble être différente des enveloppes de clade B et C 
pour ne pas permettre la neutralisation même à forte concentration de ces anticorps. Il serait 
alors important d’évaluer quels types de bNAbs sont élicités lors d’une infection avec un 
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CRF01_AE. Pour ce faire, il serait intéressant d’identifier et d’isoler des bNAbs de sérums de 
patients infectés par un virus CRF01_AE afin de les quantifier. Par la suite, une comparaison 
avec les quantités de bNAbs produits lors d’une infection par un virus de clade B servirait de 
comparatif. 
3. Essai vaccinal RV144 : CRF01_AE la clé du succès 
Étant donné la nature invasive du virus et l’incapacité de l’éradiquer suite à l’infection, 
plusieurs misent sur le développement d’un vaccin prophylactique. À ce jour, aucun vaccin n’est 
approuvé par la FDA (Food and Drug Administration), car l’efficacité des immunogènes utilisés 
jusqu’à ce jour ne démontre pas de protection suffisamment importante. Cependant, l’essai 
clinique RV144 a pu se démarquer des autres vaccins avec un corrélat de protection de 31.2 % 
contre l’acquisition du virus.  
Il est intéressant de remarquer que le seul et unique essai qui a donné un certain niveau 
de protection contre l’acquisition du VIH-1 était basé sur une enveloppe de CFR01_AE (se 
référer à la section 4.3.3). Or, dans cet ouvrage nous avons observé que la seule présence d’une 
histidine dans la cavité phe43 affecte la fonctionnalité de l’enveloppe. Mais qu’en est-il de la 
réponse immunitaire ? Est-ce que la présence de l’histidine influence la reconnaissance par les 
anticorps anti- Env ? 
Il est maintenant connu que l’acide aminé en position 375 joue un rôle important dans la 
conformation de l’enveloppe. En effet, dans une enveloppe d’isolat primaire de clade B, une 
mutation du résidu en 375 par un plus grand acide aminé tel que le tryptophane pousse 
l’enveloppe vers une conformation plus ouverte (169). Ceci s’est avéré être un très grand 
avantage chez les virus des primates non humains dont une préouverture d’Env est nécessaire 
afin d’infecter des cellules exprimant une faible quantité de CD4 (159, 169, 172, 265-267). Chez 
les humains, les niveaux de CD4 sont beaucoup plus élevés et la nécessité de pré-ouverture de 
l’enveloppe n’est pas nécessaire. De plus, une ouverture plus grande de l’enveloppe expose des 
épitopes autrement camouflés. De récentes études ont démontré que les anticorps ciblant ces 
épitopes peuvent induire une réponse ADCC. Ainsi, l’avantage de restreindre l’ouverture de 
l’enveloppe est d’ordre immunitaire. Une des hypothèses qui peut être émise est que la présence 
de l’histidine dans CRF01_AE a eu une contribution majeure dans l’essai vaccinal dont la 
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protection corrélait avec une réponse ADCC. Il est envisageable que les isolats de CRF01_AE 
présentent intrinsèquement une conformation plus ouverte les rendant plus susceptibles à la 
réponse ADCC. 
Les anticorps pouvant faire l’ADCC sont générés chez la plupart des individus infectés 
peu importe le sous-type avec lequel ils sont infectés. Ainsi, c’est au niveau de la reconnaissance 
que les différences pourraient avoir un effet. Les enveloppes de clade B et C étant fermées, elles 
nécessitent l’interaction avec CD4 pour exposer les épitopes reconnus par les anticorps capables 
d’éliciter une réponse ADCC (182, 183). Or, des protéines accessoires enlèvent CD4 de la 
surface pour, entre autres, le protéger de cette exposition. Nos données suggèrent que les Env 
de CRF01_AE ayant une histidine en 375 seraient beaucoup mieux reconnus par les anticorps 
capables d’éliciter l’ADCC ou des sérums de patients VIH+ qu’un CRF01_AE avec une sérine 
(Annexe 1, Figure 11). Ceci suggère que la capacité intrinsèque de CRF01_AE de supporter une 
plus grande ouverture a un impact sur la reconnaissance par les anticorps non neutralisants.  
Finalement, afin d’évaluer ce concept et déterminer si la meilleure reconnaissance des 
Env de CRF01_AE se traduit par une meilleure susceptibilité des enveloppes à l’ADCC, 
plusieurs protocoles expérimentaux peuvent être utilisés (268-272). Dans l’hypothèse où la 
reconnaisse des Envs par les anticorps pouvant éliciter l’ADCC corrèle avec une susceptibilité 
accrue à l’ADCC, les cellules infectées par le virus CRF01_AE sauvage comparé au mutant 




La grande diversité que représente le VIH-1 est toujours un obstacle majeur à la 
prévention de la transmission du virus. La mise en évidence d’une importante différence 
structurelle et fonctionnelle des glycoprotéines de l’enveloppe de sous-type CRF01_AE permet 
un avancement de connaissance important. Cette étude a permis de démontrer que les 
glycoprotéines d’enveloppe de virus du clade CRF-AE sont fonctionnelles malgré la présence 
d’un plus grand acide aminé dans la cavité Phe43.  Nous avons montré que cette fonctionnalité 
peut être maintenue grâce à des mutations complémentaires présentes au niveau des couches 
topologiques du domaine interne de la gp120 qui permettent de soutenir la liaison au récepteur 
CD4. Le virus semble avoir pris une autre voie évolutive, permettant la conservation d’un acide 
aminé de taille supérieure au niveau de la cavité phe43 tout en restant fonctionnel. Ces études 
soutiennent aussi l’idée que les couches topologiques sont importantes dans les multiples 
changements conformationnels qui permettent une liaison à CD4, lors de l’entrée virale. En 
somme, les travaux présentés dans cet ouvrage permettent d’avancer les connaissances sur les 
différentes particularités des glycoprotéines de l’enveloppe qui pourraient être exploitées pour 
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Annexe I : Figures supplémentaires  
 
Figure 9 Différences au niveau de l’acide aminé en position 375 de la cavité phe43 de 
différents alignements. 
Les panneaux A à D (Logos) présentent la probabilité des acides aminés de la position 
366 à 379 correspondant à la cavité phe43. Les alignements de chaque groupe ont été obtenus 
dans la base de données du NIH (NIH AIDS Los Alamos Database). En E, un tableau décrit la 




Figure 10 Neutralisation des variantes de CRF01_AE par des anticorps neutralisants à large 
spectre. 
Des quantités normalisées de virions recombinants pNL4.3 exprimant la luciférase et 
exprimant l’enveloppe sauvage ou mutante de CRF01_AE 92TH023 ont été incubées avec des 
dilutions croissantes de différent anticorps neutralisants à large spectre : (A) VRC01, (B) 
VRC13, (C) VRC16 et (D) b12 pendant 1 h à 37°C avant d'infecter les cellules CCR5 Cf2Th-
CD4. L'activité luciférase a été mesurée dans les lysats cellulaires pour déterminer l'infectivité. 
L’infectivité a été normalisée à 100% en l'absence du ligand. Les données présentées sont le 
résultat d’au moins trois expériences indépendantes, réalisées en quatre exemplaires. 













Figure 11 Modulation de la reconnaissance du virus CRF01_AE 703357 avec du sérum 
d’individus infectés par le VIH-1. 
Des cellules CD4 primaires isolés de patients sains (VIH négatifs) ont été infectées avec 
un virus CRF01_AE 703357 sauvage ou présentant un Env muté en position 375 (H375S). 48 
heures post-infection, la reconnaissance par le sérum d’individus infectés par le VIH-1 de clade 
B (A) ou clade CRF01_AE (B) a été mesurée par marquage de surface. Les données présentées 
sont le résultat d’au moins trois expériences indépendantes, réalisées en quatre exemplaires. 
(Expérience réalisée par Jérémy Prévost, dans le laboratoire du Dr Andrés Finzi.) 
 
  
 
 
 
